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RESUMEN 
Este trabajo se basa en el estudio de 10 familias espanolas con diferentes tipos de epilepsia parcial 
idiophtica. Se estudiaron seis familias con epilepsia nocturna frontal autosdmica dominante, dos 
familias con epilepsia parcial familiar con focos variables, una familia con epilepsia parcial familiar 
con crisis versivas y mioclonus y una familia con epilepsia del lóbulo temporal con herencia 
autosómica recesiva. 
El análisis molecular de los genes CHRNA4 y CHRNBP en las familias con epilepsia nocturna 
frontal autosómica dominante nos permitió identificar. en una de estas familias, la mutación V287M 
en el gen CHRNBP. En una de las familias con epilepsia parcial familiar con focos variables, se 
confirm6 ligamiento a la región cromosdmica 22q12. En la familia con epilepsia parcial familiar con 
crisis versivas y mioclonus se realizó un rastreo gendmico completo usando marcadores de tipo 
microsatélite. El anhlisis de haplotipos y ligamiento en esta familia nos permitió identificar un locus 
previamente no descrito en la región cromosómica 4p14q12. En la familia con epilepsia del lóbulo 
temporal con herencia autosómica recesiva se realizó tambibn un rastreo gen6mico y aunque no 
identificamos un locus implicado, se estableció una regi6n candidata en la región cromos6mica 
3~24.3. 
ABSTRACT 
This project is based on the study of 10 Spanish families with different forms of idiopathic partial 
epilepsies. We studied six families presenting autosomal dominant nocturnal frontal lobe epilepsy, 
two families presenting familial partial epilepsy with variable foci, one family presenting familial 
partial epilepsy with versive seizures and myoclonus and one family presenting autosomal 
recessive temporal lobe epilepsy. 
Molecular analysis of the CHRNA4 y CHRNBP genes in the families presenting autosomal 
dominant nocturnal frontal lobe epilepsy lead to the identification, in one of these families, of the 
V287M rnutation in the CHRNBP gene. In one of the families presenting familial partial epilepsy with 
variable foci, we established confirmation of linkage to the chromosome 22q12. In the family 
presenting familial partial epilepsy with versive seizures and myoclonus, we performed a whole- 
genome-screen using microsatellite markers. Haplotype and linkage analysis identified a previously 
undescribed locus in chromosome 4p14-q12. In the family presenting autosomal recessive temporal 
loba epilepsy, we also perfomed a whole-genome-screen and although we could not identify a 
locus, we established a candidate region in chromosome 3p24.3. 
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2'-desoxirribonucleótidos 5'-trifosfato 
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2'-desoxicitidin 5'-trifosfato 
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Electroencefalograma 
Epilepsia del lóbulo temporal 
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Epilepsia parcial familiar con crisis versivas y mioclonus 
Epilepsia parcial familiar con focos variables 
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Generalized epilepsy with febrile seizures plus 
Human leucocyte antigen 
lnternational League Against Epilepsy 
Megabase 
Pares de bases 
Polymerase chain reaction 
Restriction fragment length polymorphisms 
Single nucleotide polymorphisms 
Single strand conforrnation analysis 
SSR Single sequence repeat 
TE 10 rnM Tris-HClll rnM EDTA 
TM Dominio transrnernbrana 
UTR Untranslated region 
VNTR Variable number tandern repeat 
Las abmviaturas y siglas usadas son las mls comunes ya sea en castellano como en inglba. 

l. EPILEPSIA: CONCEPTOS BASICOS 
1 .l. Definiciones 
La epilepsia se define como "un trastorno del cerebro caracterizado por una 
predisposición duradera a generar crisis epilépticas y por las consecuencias 
neurobiológicas, cognitivas, psicológicas y sociales originadas por esta condición. La 
definición de epilepsia requiere que haya ocurrido al menos una crisis epiléptica" 
(Fisher et al., 2005). 
Una crisis epiléptica es "una sucesión de signos y10 síntomas transitorios debidos a 
una actividad neurona1 anómala, sincronizada o excesiva, en el cerebro" (Fisher et al., 
2005). Es importante distinguir las crisis epilépticas de otras crisis cerebrales no 
epilépticas, como los síncopes, los accidentes vasculares cerebrales, la hipoglucemia y 
las pseudocrisis o crisis psicógenas. 
El tipo de crisis presente en cada paciente con epilepsia debe ser identificado. Una vez 
que se ha identificado el tipo de crisis se deberá identificar el sindrome y la enfermedad 
epiléptica. Un síndrome epiléptico es un trastorno epiléptico caracterizado por una 
serie de signos y síntomas comunes a un grupo de enfermos: tipo o tipos de crisis, 
factores precipitantes, edad de comienzo, severidad y cronicidad. Una enfermedad 
epiléptica implicaría además una etiología y un pronóstico común. El diagnóstico 
preciso del tipo o tipos de crisis y del síndrome o enfermedad epiléptica permite 
prescribir el tratamiento más eficaz con el mínimo de efectos adversos evitando los 
fármacos antiepilépticos que puedan empeorar la frecuencia y severidad de las crisis. 
1.2. Frecuencia y variabilidad 
Las epilepsias constituyen un grupo de enfermedades neurológicas de gran 
prevalencia e incidencia en la población general. La prevalencia de la epilepsia 
(porcentaje de afectos de epilepsia en la población general) es de un 0.5-1% y la 
incidencia anuai ae ¡a epiiepsia (casos nuevos de epilepsia que aparecen en una 
población al ano) es de 30 a 50 casos nuevos por cada 100.000 habitantes y ano. La 
incidencia acumulada, que es la población que llega a desarrollar epilepsia en algún 
momento de su vida, es de un 10% hasta la edad de 80 anos (Serratosa et al., 2002). 
Un estudio epidemiológico realizado en poblaciones del nordeste de Madrid reveló una 
prevalencia de la epilepsia del 0.42%, algo más baja de lo descrito en otros paises 
(Luengo et al., 2001). 
Existe una elevada variabilidad de sindromes epilépticos y en la actualidad se han 
descrito más de 100 tipos diferentes. 
2. HISTORIA DE LA EPILEPSIA 
Existen pocas enfermedades que nos permitan remontarnos en la historia tanto como 
la epilepsia. Las primeras referencias que se conocen se encuentran transcriptas en 
las tablas cuneiformes neobabilónicas del Sakikku (718-612 a.c.). El nombre dado en 
el antiguo Egipto a la epilepsia, "nesejet", denominaba una enfermedad sumamente 
peligrosa enviada por Dios. Etimológicamente proviene del griego "epilambaneim" y 
significa sorpresa, ataque o caerse sobre si mismo. 
Hipócrates (460-357 a.c.) fue el primero en considerar que la epilepsia tenia su origen 
en el cerebro ("El cerebro es el culpable de esta enfermedad [...]"). Hasta entonces los 
griegos consideraban a la epilepsia como una enfermedad divina o sagrada, ya que 
"sólo Dios podía poseer una persona, sacudirla, hacerla caer, dejada como muerta y 
después revivirla". En el siglo II d.C. Galeno (130-200 d.C.) describió la epilepsia como 
una convulsión general de todas las partes del cuerpo. 
En la Edad Media hubo un retroceso y se volvió a considerar la epilepsia como algo 
sobrenatural. En Europa, en esta época, la epilepsia fue conocida como "la 
enfermedad de la caída" y los epilépticos buscaban a los santos y a las reliquias como 
cura. 
No fue hasta el Renacimiento cuando Paracelso (1493-1541) describió de nuevo la 
epilepsia como algo orgánico y carente de misticismo. Al mismo tiempo, en 1494, un 
libro de caza de brujas de la Inquisición escrito por Malleus Maleficarurn, llevó a la 
muerte a 200000 mujeres y este libro consideraba la presencia de crisis epilépticas 
como una característica de brujas. 
En ei sigio XiX, iiugniings Jac~son j i 835 - i i i  i j  considero que ias crisis epiiepticas 
eran "la manifestación paroxistica de una descarga que iniciaba y se difundía a partir 
de un foco". William Gowers (1845-1915) adoptó el término focal para hacer la primera 
clasificación de las crisis epilépticas. 
Definir el tipo de crisis epilépticas significa describirlas correctamente, identificarlas, 
diferenciarlas de aquellos fenómenos paroxísticos no epilépticos y permite seleccionar 
de acuerdo al tipo de crisis su mejor tratamiento. 
La epilepsia se trataba con miedo, superstición y falta de entendimiento y los 
epilépticos estaban sometidos a un gran estigma social. Todavía en el siglo XX, se 
encarcelaba a los epilépticos para prevenir su matrimonio o se les realizaban 
esterilizaciones obligatorias. En EEUU se abolió en 1982 una ley que prohibía el 
matrimonio a los epilépticos (http:llwww.epilepsiemuseum.delespanollindex.html) 
(http:l~.epilepticoslibres.com/historia.html). 
3. CLASIFICACIÓN DE LAS EPILEPSIAS Y CRISIS EPILÉPTICAS 
La clasificación de crisis epilépticas de Liga Internacional Contra la Epilepsia 
(Commission on classification and terminology of the lnternational League Against 
Epilepsy. Proposal for revised clinical and electroencephalographic classification of 
epileptic seizures, 1981), aún en vigor, se desarrolló a partir del estudio detallado de 
las características electro-clínicas de los diversos tipos de crisis mediante el registro 
simultáneo con video y electroencefalograma (Tabla 1.1). 
Se establecieron dos criterios de clasificación: 
1. Según el tipo de crisis y el electroencefalograma las epilepsias pueden ser parciales 
o generalizadas. Las crisis parciales o focales son aquellas que se inician en una 
parte del cerebro. Las crisis generalizadas son aquellas cuyo inicio afecta a todo el 
cerebro de forma difusa. Las crisis parciales pueden ser simples (cuando no se afecta 
el nivel de conciencia), complejas (cuando se afecta de alguna forma el nivel de 
conciencia) y parciales (simples o complejas) que evolucionan secundariamente a 
crisis generalizadas. Las crisis generalizadas se clasifican en crisis de ausencia, crisis 
mioclónicas, crisis clónicas, crisis tónicas, crisis tónico-clónicas y crisis atónicas o 
astáticas. 
El electroencefalograma suele ayudar a distinguir entre las crisis parciales y las 
generalizadas, mostrando patrones localizadores en las crisis parciales y descargas 
bilaterales simétricas y sincronas, en general de punta-onda o polipunta-onda, en las 
crisis generalizadas. 
Por último, existe una categoría de crisis no clasificadas donde se incluyen todas 
aquellas crisis que, debido a la falta de datos o a sus características, no pueden ser 
clasificadas en ninguno de los grupos descritos. Se incluyen algunas crisis neonatales 
(con movimientos oculares rítmicos, masticación o movimientos de tipo natación). 
2. Según su etiología las epilepsias pueden ser idioplticas (primarias o de causa 
genética), sintomlticas (secundarias o relacionadas con una causa conocida) o 
criptogbnicas (de causa desconocida). 
Las epilepsias parciales idiopaticas incluyen la epilepsia benigna de la infancia con 
puntas centro-temporales, la epilepsia benigna de infancia con puntas occipitales y la 
epilepsia primaria de la lectura. 
Las epilepsias idiopaticas generalizadas incluyen una serie de epilepsias, en general 
benignas, en las que la edad de comienzo es el determinante de mayor importancia. 
Las epilepsias parciales sintomaticas y criptogénicas se dividen según su localización 
en epilepsias del lóbulo frontal, temporal, parietal y occipital. 
Las epilepsias criptogénicas o sintomaticas generalizadas se caracterizan por su 
severidad y su mal pronóstico. Dentro de estas epilepsias se incluyen las epilepsias 
mioclónicas progresivas que constituyen un grupo heterogeneo de enfermedades 
geneticas entre las que se encuentran las enfermedades de Lafora y Unverricht- 
Lundborg, las ceroidolipofuscinosis neuronales y la epilepsia mioclónica con fibras rojo- 
rasgadas (Serratosa et al., 2002). 
La Tabla 1.2 muestra la clasificación de las epilepsias y síndromes epilépticos con 
ligeras modificaciones con respecto a la que se adoptó en 1989 por la Liga 
Internacional Contra la Epilepsia (Commission on classification and teminology of the 
lnternational League Against Epilepsy., 1989). En la Figura 1.1 se muestra la 
distribución de los diferentes tipos de epilepsia según el estudio de Luengo et al. 
(2001). 
Tabla 1.1. Clasificacibn internacional de crisis epilkpticas de Liga Internacional Contra la Epilepsia (1981). 
1. Crisis parciales o focales. 
A. Crisis parciales simples (no se altera el nivel de conciencia). 
1. Con síntomas motores. 
2. Con síntomas somatosensoriales o sensoriales especiales (visuales o 
auditivos). 
3. Con síntomas autonómicos. 
4. Con síntomas psíquicos. 
B. Crisis parciales complejas (se altera el nivel de conciencia). 
l. Crisis parciales simples que evolucionan a crisis parciales complejas. 
a. Sin automatismos (A.1-A.4 seguido de alteración del nivel de 
conciencia). 
b. Con automatismos. 
2. Con alteración del nivel de conciencia al inicio. 
a. Sin otras características. 
b. Con automatismos. 
C. Crisis parciales que evolucionan secundariamente a crisis generalizadas. 
1. Crisis parciales simples que evolucionan secundariamente a crisis 
generalizadas. 
2. Crisis parciales complejas que evolucionan secundariamente a crisis 
generalizadas. 
3. Crisis parciales simples que evolucionan a crisis parciales complejas que 
evolucionan a crisis generalizadas. 
2. Crisis generalizadas (convulsivas o no convulsivas). 
A. Crisis de ausencias. 
1. Crisis de ausencia típicas. 
2. Crisis de ausencia atipicas. 
B. Crisis mioclónicas. 
C. Crisis clónicas. 
D. Crisis tónicas. 
E. Crisis tónico-clónicas. 
D. Crisis atónicas o astáticas. 
3. Crisis epilepticas inclasificables. 
Tabla 1.2. Clasificación de las epilepsias y sindromes epilepticos (1989) (modificada de la clasificacidn 
internacional de epilepsias y sindromes epilepticos de la Liga Internacional Contra la Epilepsia). 
1. Epilepsias parciales o focaks 2. Epilepsias generalizadas 
Idiopdticas Epikpsia benigna de la infancia con puntas centm- Convulsiones neonataks familiares benignas. 
(Primarias) temporaks. Convulsiones neonataks benignas. 
Epikpsia dt a infamia con paroxismos occipitales Epilepsia miodbnm canigna del lactante 
Epdepsia pnmana de la actura Epilepsia con aisenc~as en la .nfancla 
~pilepsia con ausencias en la juventud. 
Epilepsia miocl6nica juvenil. 
. Epilepsia con crisis de gran mal al despertar 
Otras epikpsias generalkadas ¡diopaticas. 
Epilepsias con crbis precipitadas por mecanismos 
especificas de activaci6n. 
Sintomáticas Epilepsia del lbbulo temporal. Etiologia no especifica. 
(Secundarias) E ~ i l e ~ s i a  del Ubuio frontal. Encefalo~atia miocl6nica orecoz. 
~'pilepsia del ldbuio parietal. . Encefalopatia epilbptica infantil precoz con brotes 
Epilepsia del Ubulo ocuphal. de supresi6n. 
Epilepsia partialis continua cr6nica y progresiva de 'Otras epikpsias generalizadas Sintomáticas. 
la infancia (slndrome de Rasmussen). 
Slndmmes caraclerzados por cns s provocadas por Slndromes especificas. 
mecansmos especihcos ae activacibn Las crisis epiIOD11~s pueden com~licar mucnas 
enfermedades.'En erie aruoo se incluven las ,~ ~~ 
enfermedades en las q ~ e  1;s cnsis son ei 
sintoma de presentacibn o predom.nante en el 
cuadro clinico 
Epilepsias m~oclbnicas progresivas (enfermedaa 
oe Lafora. enfermedad ae Unverricht-Lundborg. 
MERRF) 
Ckrtas malformaciones cerebrales (sindrome de 
Aicardi. lisencefalia-paquigiria). 
Ciertas metabolopatias (fenilcetonuria. 
enfermedad de Tay-Sachs. deficiencia de 
piridoxina). 
Cnptogenicas Gnpo s~milar al sintomdtico en ea que se presume Slndmme de West (espasmos infantiles) 
que ex ste una causa pero no se conoce Sindrome de Lennox-Gastaut 
Epilepsia con crisis miocl6nico-astáticas. 
Epilepsia con ausencias mioclbnicas. I 
Nota: algunos sindromes incluidos en este grupo 
son con frecuencia sintmYicos. 
3. Epilepsias sin determinar si focales o 4. Sindmmes especiales. 
generaliuadas. 
Con crisis generaliadas Y focales a la vez. Convulsiones febriks 
Crisis neonatales. Crisis aisladas o status epilepticus aislado. 
E~ilepsia miocl6nica severa de la infancia. Crisis en el contexlo de una situaci6n metab6lica 
~pilepsia con punta-onda continuas durante el 6 tdxica aguda causada por factores tales como 
sueno lento. alcohol, drogas, eclampsia e hiperglucamia no 
Afasia adquirida epiMptm (sindrome de Landau- cetbsica. 
Kleffner). 
Otras epikpsias sin determinar si focales o 
generaliradas. 
Figura 1.1. Distribución de las epilepsias y sindromes epilépticos 
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4. EPILEPSIAS PARCIALES IDIOPATICAS 
Las epilepsias parciales idiopáticas son aquellas epilepsias de causa genética que se 
inician en una parte del cerebro. Este grupo de epilepsias era considerado un 
grupo menor dentro de las epilepsias pero en la ultima década se han realizado 
numerosos estudios genéticos en familias con epilepsia parcial y se han localizado e 
identificado varios genes asociados a este tipo de epilepsias. La clasificación de las 
epilepsias y sindromes epilépticos propuesta por la Liga Internacional Contra la 
Epilepsia de 1989 seria insuficiente en la actualidad ante la aparici6n de nuevos 
sindromes epilépticos idiopáticos parciales. En la Tabla 1.3 se muestra una lista 
actualizada de las epilepsias familiares parciales idiopáticas. 
Tabla 1.3. Epilepsias parciales idioplticas familiares. En esta tabla se muestran las regiones 
cromodmicas y ganes implicados en los diferentes tipos de epilepsia. En negritii se senalan los 
sindromes epikptiws tratados en este trabajo. 
4.1. Epilepsia nocturna frontal aubrómica dominante (ENFAD) 
EPILEPSIAS PARCIALES IDIOPATICAS FAMILIARES CROMOS~MICAS 
onvulsiones neonatales familiares benignas 
onvulsiones infantiles familiares benignas 
pilepsia nocturna frontal autos6mica dominante (ENFAD) 
pilepsia del lóbulo temporal familiar 
Epilepsia parcial familiar con focos variables (EPFFV) 
La epilepsia nocturna frontal autos6mica dominante es una epilepsia parcial idiopatica 
que se caraderiza por ataques frecuentes, violentos, breves y agrupados durante el 
sueno. La enfermedad generalmente aparece en la adolescencia y a menudo persiste 
Epilepsia rollndica autodmica dominante con distonia inducida 
por el ejercicio y calambre del escribiente. 
Epilepsia mioclónica familiar benigna del adulto 
Epilepsia parcial familiar con crisis versivas y mioclonus 
(EPFCVM) 
16p12 
8q24 
2q l l  
- 
- 
- 
hasta la vida adulta. La clínica es relativamente homogénea, aunque los ataques 
varían en severidad segun las familias. A pesar de esta homogeneidad, a veces se 
confunde con pesadillas y otras parasomnias e incluso con desordenes psiquiátricos. 
Los ataques suelen controlarse con carbamazepina aunque existe riesgo de 
recurrencia al retirar la medicación (Scheffer et al., 1994 y Scheffer et al., 1995). 
4.1.2. Genética de la epilepsia nocturna frontal autosómica dominante 
Se han descrito casos esporádicos y casos familiares que presentan una herencia 
autosómica dominante con una penetrancia del 70% aproximadamente. Este síndrome 
epiléptico representa la primera epilepsia hereditaria en la cual se identificó una 
mutación. 
Se han descrito tres regiones cromosómicas con ligamiento a este síndrome epiléptico: 
la región cromosómica 20q13.2 donde se encuentra el gen CHRNA4 (subunidad alfa-4 
del receptor nicotínico de acetilcolina), la región cromosómica 15q24 y la región 
cromosómica lq21 donde se encuentra el gen CHRNB2 (subunidad beta-2 del receptor 
nicotínico de acetilcolina). En el gen CHRNA4, se han descrito cuatro mutaciones 
diferentes asociadas a la epilepsia nocturna frontal autosómica dominante: S280F 
(Steinlein et al., 1995, Saenz et al., 1999 y Steinlein et al., 2000), 872-8731nsGCT o 
L291dup (Steinlein et al., 1997), S284L (Hirose et al., 1999, Phillips et al., 2000 y 
Rozycka et al., 2003), T2931 (Leniger et al., 2003). En el gen CHRNB2, se han 
encontrado tres mutaciones diferentes asociadas a la epilepsia nocturna frontal 
autosómica dominante: V287L (De Fusco et al., 2000), V287M (Phillips et al., 2001) y 
1312M (Bertrand et al., 2005). Phillips et al. (1998) encontraron evidencia de la 
existencia un locus en la región cromosómica 15q24. En esta región cromosómica se 
localiza la agrupación de los genes CHRNA3iA5B4 (subunidades alfa-3, alfa-4 y beta- 
4 del receptor nicotínico de acetilcolina) pero no se han encontrado mutaciones en 
estos genes. En el afio 2000, Bonati et al. establecieron que estos genes estaban fuera 
de la región de ligamiento. 
Recientemente, Combl et al. (2005) han descrito dos posibles loci de susceptibilidad en 
las regiones cromosómicas 3p22-p24 y 8q11.2-q21 .l. No se han descrito mutaciones 
en genes que se localicen en estas regiones cromosómicas. 
4.1.3. Receptor nicotinico de acetilcolina 
El receptor nicotinico de acetilcolina es un canal activo dependiente de ligando que 
regula el flujo de iones ~ a ' +  hacia el interior de la célula y de K' hacia el exterior 
mediante la unión de acetilcolina. Además, el flujo de iones caz' hacia el exterior de la 
célula juega un papel regulador importante en este receptor. Se han descrito 
numerosos agonistas de este receptor como la nicotina y la carbamilcolina y 
antagonistas como la a-toxina y la d-tubocuranina. Se expresa principalmente en el 
sistema newioso central y periférico y en el músculo esquelético aunque también en 
otros tipos celulares como linfocitos, espermatozoides, placenta. 
El receptor nicotinico de acetilcolina fue el primer receptor de neurotransmisores que 
se aisló. Para aislarlo, se utilizaron células conocidas como electrocitos que están 
presentes en el órgano eléctrico del pez torpedo. Estructuralmente, el receptor 
nicotinico de acetilcolina es un pentámero compuesto por subunidades alfa (alfa-1 a 
alfa-10) y beta (beta-1 a beta-4) aunque también pueden formar parte del receptor 
subunidades gamma, delta o épsilon. Estas subunidades se expresan en marniferos 
con la excepción de CHRNAB, que se expresa en pollo. El receptor nicotinico de 
acetilcolina puede formar homómeros, como el constituido por cinco subunidades alfa- 
7. Sin embargo, en cerebro, el pentámero más común es el heterómero constituido por 
dos subunidades alfa que son las activas (que unen acetilcolina) y tres subunidades 
beta que son las reguladoras. Cada subunidad presenta cuatro dominios 
transmembrana. El poro del receptor está constituido por los segundos dominios 
transmembrana de las cinco subunidades (Changeaux, 1993 y Lukas et al., 1999). 
Los genes CHRNA4 y CHRNB2 presentan seis exones estando todas las mutaciones 
asociadas a la epilepsia nocturna frontal autocómica dominante en el exón 5. En 
ambos genes, el quinto exón codifica para los cuatro dominios transmembrana de cada 
subunidad del receptor. La mutación 1312M en el gen CHRNB2 se localiza en el tercer 
dominio transmembrana y además de al fenotipo epiléptico, se asocia a déficit de 
memoria (Bertrand et al., 2005). El resto de las mutaciones se localizan en la región 
genómica que codifica para el segundo dominio transmembrana (el que forma el poro). 
Estas mutaciones dan lugar un aumento de la afinidad a acetilcolina y una reducción 
en la permeabilidad a Caz+, produciéndose una disfunción del receptor y como 
resultado final hiperactividad (Steinlein et al., 1995, Steinlein et al., 1997, Steinlein et 
al., 2000, Saenz et al., 1999, Hirose et al., 1999, Phillips et al., 2000, Rozycka et al., 
2003, Leniger et al., 2003, De Fusco et al., 2000 y Phillips et al., 2001). 
4.2. Epilepsia parcial familiar con focos variables (EPFFV) 
4.2.1. Clínica de la epilepsia parcial familiar con focos variables 
La epilepsia parcial familiar con focos variables se caracteriza porque los afectos de 
una misma familia presentan crisis de diferentes lóbulos cerebrales. Las crisis 
generalmente aparecen en la adolescencia y suelen ser frontales o temporales, aunque 
ocasionalmente son occipitales o parietales. Los afectos no presentan lesiones 
cerebrales, generalmente responden a los fármacos antiepilépticos y sus 
electroencefalogramas son normales. En la epilepsia parcial familiar con focos 
variables predominan las crisis nocturnas del lóbulo frontal por lo que a menudo es 
diagnosticada como epilepsia nocturna frontal autosómica dominante (Scheffer et al., 
1998 y Xiong et al., 1999). 
4.2.2. Genbtica de la epilepsia parcial familiar con focos variables 
La epilepsia parcial familiar con focos variables presenta un patrón de herencia 
autosómico dominante con penetrancia incompleta del 70 %. 
En una familia australiana con epilepsia parcial familiar con focos variables, se 
estableció un posible ligamiento a la región cromosómica 2q36 (Scheffer et al., 1998). 
Posteriormente, se describió ligamiento a un intervalo entre los marcadores D22S1144 
y D22S685 de la región cromosómica 22q12 en dos familias franco-canadienses. La 
puntuación lod máxima fue de 6.53 @=O) para el marcador D22S689 (Xiong et al., 
1999). Recientemente se ha confirmado ligamiento a este locus en una familia 
holandesa (Callenbach et al., 2003). Posteriormente, nuestro laboratorio, en 
colaboración con el Profesor Berkovic de la Universidad de Melboume. estrechó la 
zona candidata a la regi6n de 3.6 CM comprendida entre los marcadores D22S1163 y 
D22S280 mediante el estudio de una familia franco-canadiense y otra española 
(Berkovic et al., 2004). No se han encontrado mutaciones en ningún gen de la zona. 
4.3. Clínica y genética de un nuevo síndrome epiléptico: Epilepsia parcial familiar 
con crisis versivas y rnioclonus (EPFCVM) 
Hemos definido la epilepsia parcial familiar con crisis versivas y mioclonus como un 
nuevo síndrome epiléptico caracterizado por mioclonus palpebral, crisis versivas, 
fotosensibilidad y retraso psicomotor. La edad de inicio de las crisis varía entre los 6 y 
los 21 anos (13 años de media). Los afectos no presentan lesiones cerebrales. Los 
electroencefalogramas muestran principalmente descargas epileptiformes en regiones 
temporales. La semiología de las crisis es compatible con crisis del Ióbulo frontal y las 
crisis secundariamente generalizadas son frecuentes. 
El síndrome epiléptico con mayor silimitud clínica a la epilepsia parcial familiar con 
crisis versivas y mioclonus es la epilepsia mioclónica familiar benigna del adulto 
(EMFBA). Esta forma deepilepsia se caracteriza por temblor fino de los dedos, 
mioclonus, fotosensibilidad marcada, crisis epilépticas y curso no progresivo. Ambos 
síndromes epilépticos presentan un patrón de herencia autosómica dominante con 
penetrancia incompleta aunque en la epilepsia parcial familiar con crisis versivas y 
mioclonus la penetrancia es menor: 70% frente al 90% o más de la epilepsia 
mioclónica familiar benigna del adulto. 
Se ha descrito ligamiento de la epilepsia mioclónica familiar benigna del adulto a las 
regiones cromosómicas 8q24 (Mikami et al., 1999 y Plaster et al., 1999) y 2q l l . l -  
q12.2 (Guerrini et al., 2001, De Falco et al., 2003 y Striano et al., 2004 y Gerrini, 2005). 
4.4. Epilepsia del Ióbulo temporal familiar (ELTF) 
4.4.1. Clínica de la epilepsia del lóbulo temporal familiar 
La epilepsia del lóbulo temporal es el síndrome epiléptico mas frecuente. Se distinguen 
dos formas fundamentales de epilepsia del Ióbulo temporal: medial y lateral. Este 
sindrome epilbptico es típicamente esporádico aunque también existen casos 
iarriiliares ianio en ia epiiepsia de¡ ióbuio iemporai meaiai como iaterai (Bauiac er ai., 
2004). 
Datos epidemiológicos indican una importante asociación entre las crisis febriles y la 
esclerosis del hipocampo con la epilepsia del Ióbulo temporal (Fisher et al., 1998). En 
los casos esporádicos esta asociación es rara y en los casos familiares varía según la 
epilepsia del Ióbulo temporal sea lateral o medial: 
a) En la epilepsia del lóbulo temporal familiar lateral, tambibn conocida como epilepsia 
del Ióbulo temporal con síntomas auditivos (ELTSA), la esclerosis del hipocampo y las 
crisis febriles son raras. Se caracteriza por alucinaciones sensoriales, principalmente 
auditivas y crisis del lóbulo temporal. En las crisis de este síndrome, tambibn es común 
la presencia de síntomas psíquicos (frecuentemente dbja vu) y auton6micos 
(principalmente oroalimentario) (Ottman et al., 1995, Winawer et al., 2000 y Kalachikov 
et a l ,  2002). 
b) La epilepsia del Ióbulo temporal familiar media1 puede ser leve y no asociada a crisis 
febriles y esclerosis del hipocampo (Berkovic et al., 1996) pero predomina una forma 
severa que está asociada a crisis febriles y atrofia del hipocampo (Cendes et al., 1998, 
Kobayashi et al., 2001 y Kobayashi et al., 2003). Incluye aura. a menudo epigástrica, 
con síntomas psíquicos o autonómicos; parada de actividad con mirada fija, 
automatismos oroalimentarios, distonía de un miembro superior, y disfasia postictal si 
el hemisferio dominante está implicado. 
4.4.2. Genbtica de la epilepsia del Ióbulo temporal familiar 
La epilepsia del Ióbulo temporal con síntomas auditivos (ELTSA) se caracteriza por una 
herencia autosómica dominante con penetrancia incompleta del 70 % 
aproximadamente. Se han descrito numerosas mutaciones en el gen LGllíepitempina 
(leucine-nch glioma-inactivated 1 gene) (región cromosómica 10q24) asociadas a este 
síndrome epilbptico (Kalachikov et al., 2002). Se han descrito otros loci asociados a la 
epilepsia del Ióbulo temporal familiar (18qter, lq25q31 y 12q22-q23.3) pero no se han 
encontrado mutaciones en genes en estas regiones cromos6micas (Baulac et al., 
2001b y Claes et al., 2004). Hasta ahora, no se había descrito ninguna familia con 
epilepsia del Ióbulo temporal con herencia autosómica recesiva (ELTAR). 
5. ANALISIS DE HAPLOTIPOS Y LIGAMIENTO. 
5.1. Recombinaci6n. Distancia genbtica y distancia fisica 
La célula humana contiene dos copias de cada cromosoma y la meiosis determina cual 
reciben las células germinales. Sin embargo, existe otra fuente de variación, ya que 
durante la meiosis, porciones de cromosomas homólogos maternos se mezclan con 
homólogos paternos (quiasmas) en un proceso conocido como recombinación. 
Los cromosomas homólogos pueden llevar diferentes variaciones de una secuencia de 
ADN para un locus dado. Estas variaciones son conocidas como alelos. Estas 
variaciones no sólo se refieren a los alelos génicos sino a las de cualquier ADN 
polimórfico que se hereda de forma mendeliana, como por ejemplo, los microsatélites. 
Dos loci dentro de un mismo cromosoma deben cosegregar en un determinado grado 
que determina la distancia entre ellos en el cromosoma. A su vez, este grado viene 
determinado por la probabilidad de recombinación entre los dos loci dados y es 
conocido como la frecuencia de recombinación (0). Ésta es O para loci muy próximos 
entre si y llega a su valor máximo de 0.5 para loci muy alejados o en diferentes 
cromosomas. La distancia entre los loci es conocida como distancia genetica y nos 
permite realizar un mapa genbtico del genoma cuya unidad de medida es el 
centimorgan (CM). Un centimorgan corresponde a un 1% de frecuencia de 
recombinación. 
Hay que diferenciar la distancia genética de la distancia física que es la distancia real 
entre dos loci medida en pares de bases (pb). La relación que existe entre ambas 
distancias es que 1 CM equivale aproximadamente 1 Mb. Esta relación no siempre es 
así, debido a que la frecuencia de recombinación no es homogbnea a lo largo de los 
cromosomas. Existen puntos en los cromosomas donde la frecuencia de 
recombinacibn es mayor (puntos calientes), otros puntos en los cuales es menor y 
además existen diferencias entre la frecuencia de recombinación entre hombres y 
mujeres. Todas estas variaciones en la frecuencia de recombinaci6n hacen que la 
reiacion i MD=I CM no se cumpla (Douglas et al., 1994 y Ott et al., 1992). 
5.2. Anhlisis de ligamiento 
Desde el punto de vista matemático, dos loci están ligados genéticamente si 8 es 
menor de 0.5. Entonces se habla de ligamiento genetico. El objeto del análisis de 
ligamiento es estimar la 0 ~ 0 . 5  que es estadísticamente significativa. 
Analizando las recombinaciones entre dos loci se puede hacer un test de ligamiento. 
Usando programas de análisis como el programa MLlNK del paquete de programas 
LINKAGE (version 5.20) y FASTLINK (version 4.OP) se puede evaluar la probabilidad 
de recombinación entre dos loci en un pedigrí dado. Este programa nos permite 
realizar el denominado test de proporción de probabilidad. En análisis de ligamiento, 
este test es formulado en términos de un logaritmo (en base lo), también conocido 
como lod score o puntuación lod. 
La formula de puntuación lod es: 
En los casos más simples es posible calcular la puntuación lod sin necesidad de 
programas informáticos, pero en la práctica, es necesario utilizar el programa MLlNK 
del paquete de programas LINKAGE (version 5.20) y FASTLINK (version 4.OP). 
Se considera que dos loci están significativamente ligados si tienen una puntuación lod 
mayor o igual a 3, es decir, una probabilidad de 1:1000 de que estos dos loci esten 
ligados haya ocurrido al azar. Así mismo, se considera exclusión ligamiento entre dos 
loci si la puntuación lod es menor o igual a -2. 
Valores de puntuación lod entre -2 y 3 no son significativos (Douglas et al., 1994 y Ott 
et al., 1992). 
5.3. Rastreo genómico 
El rastreo genómico tiene corno objetivo identificar el o los genes responsables de 
una característica heredada de forma mendeliana (generalmente una enfermedad). 
La estrategia es identificar un grado de cosegregación significativo (puntuación lod 
mayor de 3) de los rasgos de una enfermedad con un marcador genético conocido y 
localizado (ver 5.4 Marcadores genéticos). Se asume que un gen o una región 
cromosómica está ligada a una enfermedad, cuando los individuos afectados por esta 
enfermedad comparten los haplotipos formados a partir de los marcadores geneticos 
que se encuentran en dicha región cromosómica. 
Mediante un rastreo genómico se pretende caracterizar un gen asociado a una 
enfermedad en una determinada región cromos6mica (sin conocer necesariamente su 
función). Este proceso se conoce como clonaje posicional. En cambio, si el gen es 
estudiado en base a su función e implicación en la enfermedad (sin importar su 
posición cromosómica), el proceso se conoce como clonaje funcional (Collins, 1992) 
(Figura 1.2). 
Figura 1.2. Comparación de metodos para identificación de genes implicados en enfermedades 
A) Clonaje funcional. B) Clonaje posicional. 
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Un ejemplo de ambos enfoques se usó en la epilepsia nocturna frontal autosómica 
dominante. El primer enfoque se utilizó en la caracterización de mutaciones en el gen 
CHRNA4 (el primer gen que se describió asociado a la epilepsia nocturna frontal 
autosómica dominante) (Steinlein et al., 1995). Se realizó un rastreo genómico con 
marcadores de tipo microsatélite y se identificó una región cromosómica ligada a una 
familia afecta con epilepsia nocturna frontal autosómica dominante. En esta región se 
localizó el gen CHRNA4 que estaba mutado en los afectos de esta familia. 
El gen CHRNBP codifica la subunidad reguladora que interacciona, en cerebro, 
principalmente con CHRNA4. Utilizando el segundo enfoque se secuenció este gen en 
familias con epilepsia nocturna frontal autosómica dominante (y no asociadas a 
CHRNA4) describi6ndose mutaciones en el gen CHRNBP (De Fusco et al.. 2000). 
5.4. Marcadores geneticos 
Un marcador genético es cualquier carácter genético que se hereda de forma 
mendeliana. 
Los primeros marcadores genéticos humanos utilizados fueron los antigenos de grupos 
sanguíneos (1910-1960). Posteriormente, se usaron las variantes de movilidad de 
algunas proteínas séricas (1960-1975) y el HLA (human leucocyte antigen) (1970- ). 
Los análisis por RFLPs (restricción fragment length polymorphisms) constituyeron la 
primera generación de marcadores de ADN usados para mapear el genoma humano. 
Posteriormente se usaron los VNTR (variable number tandem repeat) o minisatélites 
que son repeticiones de entre 15 y 100 pb (1985). Estos marcadores supusieron una 
gran mejora debido a que existe un gran número de loci de estos marcadores en el 
genoma (más de lo4) y tienen alta informatividad (elevado número de alelos). 
Posteriormente, se descubrieron microsatélites. también conocidos como SSR (single 
sequence repeats) o SSRP (single sequence repeat polymorphisms) (1985- ) que son 
repeticiones de 1 a 6 pb. Tienen menor tamano y mayor número de loci (más de lo5) 
que los minisatélites. Los microsatélites se convirtieron en la herramienta principal para 
el análisis de ligamiento y son los marcadores genéticos más utilizados en la actualidad 
para hacer rastreos genómicos. 
La última generación de marcadores son los SNPs (single nucleotide polymorphisms) 
(1998- ). Estos marcadores presentan sólo dos alelos pero se han descrito un elevado 
número de loci de estos marcadores en el genoma (más de lo6). Mediante la 
aplicación de la tecnología de las micromatrices (también conocidas como microarrays) 
con los SNPs, en un futuro, se podrá genotipar el genoma completo mediante biochips 
(Strachan et al., 1999). 
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II. OBJETIVOS 
1. Búsqueda de un nuevo locus y análisis molecular de los genes CHRNA4 y CHRNB2 
en 6 familias con epilepsia nocturna frontal autosómica dominante. 
2. Búsqueda de un nuevo locus y análisis molecular de una familia con epilepsia parcial 
familiar con focos variables. 
3. Análisis comparativo de haplotipos en dos familias con epilepsia parcial familiar con 
focos variables. 
4. Búsqueda de un locus y análisis molecular en una familia con epilepsia parcial 
familiar con crisis versivas y mioclonus. 
5. Búsqueda de un locus y análisis molecular en una familia con epilepsia del lóbulo 
temporal autosbmica recesiva. 
III. MATERIALES Y MÉTODOS 
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1. ESTUDIO FAMILIAR 
Este trabajo se basó en el estudio de diez familias espanolas con diferentes formas de 
epilepsias idiopáticas parciales. Las familias se nombraron como EPFFV1, EPFFV3, 
ENFAD2, ENFAD4, ENFADS, ENFAD6, ENFAD7, ENFADE, EPFCVM y ELTAR. 
Se estudiaron seis familias con epilepsia nocturna frontal autosómica dominante 
(ENFAD2, ENFAD4, ENFADS, ENFAD6, ENFAD7 y ENFADE) constituidas por 21 
individuos afectados y 9 portadores obligados; dos familias con epilepsia parcial 
familiar con focos variables (EPFFVI y EPFFV3) constituidas por 19 individuos 
afectados y 4 portadores obligados; una familia con epilepsia parcial familiar con crisis 
versivas y mioclonus (EPFCVM) constituida por 11 individuos afectados y 2 portadores 
obligados; y una familia con epilepsia del lóbulo temporal con herencia autosómica 
recesiva (ELTAR) constituida por 3 individuos afectados y 2 portadores obligados 
(Figura 111.1). 
Las familias EPFFVl y EPFFV3 se diagnosticaron, en un principio, como epilepsia 
nocturna frontal autosómica dominante pero, una vez realizados estudios pertinentes, 
se llegó al diagnóstico de epilepsia parcial familiar con focos variables. 
El diagnóstico clínico realizado por el hospital del cual proceden las muestras se 
corroboró por el Servicio de Neurología de la Fundación Jim6nez Diaz. Cada individuo 
de este estudio (o en caso de ser menor, el adulto responsable) rellenó un informe de 
consentimiento previo a la obtención de muestras. 
Figura 111.1. Arboles geneal6giws de las familias con epilepsia parcial idiopdtica incluidos en este 
trabajo. Se dispone de ADN de los miembros de las familias que llevan un número. 
A) Familias w n  epilepsia nocturna frontal autodmica dominante. B) Familias w n  epilepsia parcial 
familiar w n  focos variables. C )  Familia w n  epilepsia parcial familiar con crisis versivas y mioclonus. 
D) Familia w n  epilepsia del lbbulo temporal w n  herencia autodmica recesiva. 
Epilepsia nocturna frontal autodrnica dominante (ENFAD) 
Figura 111.1 (Continuaci6n). Arboles geneal6giicos de las familias con epilepsia parcial idiopatica 
incluidos en este trabajo. Se dispone de ADN de los miembros de las familias que llevan un número. 
A) Familias con epilepsia nocturna frontal autos6mica dominante. B) Familias con epilepsia parcial 
familiar con focos variables. C) Familia con epilepsia parcial familiar con crisis versivas y mioclonus. 
D) Familia con epilepsia del lóbulo temporal con herencia autos6mica recesiva. 
EPFFVI 
@ Epilepsia mioclbnica juvenil (EMJ) 
Epilepsia parcial familiar con focos variables (EPFFV) 
@ Epilepsia rolandica benigna (ERB) 
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Figura 111.1 (Continuación). Arboles genealógicos de las familias con epilepsia parcial idiopática 
incluidos en este trabajo. Se dispone de ADN de los miembros de las familias que llevan un número 
A) Familias con epilepsia nocturna frontal autosómica dominante. B) Familias con epilepsia parcial 
familiar con focos variables. C) Familia con epilepsia parcial familiar con crisis versivas y mioclonus. 
D) Familia con epilepsia del Mbulo temporal con herencia autosómica recesiva. 
EPFCVM 
Epilepsia parcial familiar con crisis versivas y rnioclonus (EPFCVM) 
ELTAR 
Epilepsia del lóbulo temporal autosómica recesiva (ELTAR) 
2. CRITERIOS DE INCLUSI~N PARA LOS DIFERENTES TIPOS DE EPILEPSIA 
Se utilizaron criterios de inclusión con el fin de establecer los requisitos clinicos 
necesarios para considerar afecto o no afecto a los diferentes individuos de las familias 
en estudio. 
2.1. Criterios de inclusión para la epilepsia nocturna frontal autosómica 
dominante (ENFAD) 
3 Crisis idiopáticas parciales. 
3 Aparición de las crisis generalmente en la adolescencia. 
3 Crisis nocturnas del 16bulo frontal en acumulos. 
3 Electroencefalogramas mostrando descargas frontales. 
3 Resonancia magnética normal. 
3 Herencia autos6mica dominante con penetrancia incompleta del 70% 
aproximadamente. 
2.2. Criterios de inclusión para la epilepsia parcial familiar con focos variables 
(EPFFV) 
3 Crisis idiopáticas parciales. 
3 Aparición de las crisis generalmente en la adolescencia. 
3 Origen de las crisis en diferentes lóbulos cerebrales. 
3 Crisis principalmente nocturnas y frontales. 
3 Electroencefalogramas mostrando principalmente descargas frontales. 
3 Resonancia magnética normal. 
3 Herencia autosómica dominante con penetrancia incompleta del 70% 
aproximadamente. 
2.3. f riisrios cie inciusión para ia epiiepsia parciai famiiiar con crisis versivas y 
mioclonus (EPFCVM) 
3 Crisis idiopáticas parciales. 
3 Aparici6n de las crisis generalmente en la niiiez y en la adolescencia. 
3 Crisis versivas con giro de cabeza. 
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P Crisis generalizadas (frecuente). 
3 Mioclonus palpebral y de los miembros superiores 
3 Fotosensibilidad marcada (frecuente). 
3 Leve retraso psicomotor (frecuente). 
3 Evolución: crisis refractarias y status epilépticos frecuentes. 
D Electroencefalogramas mostrando principalmente descargas temporales 
(inducido también for fotosensibilidad). 
D Resonancia magnética normal. 
3 Herencia autosómica dominante con penetrancia incompleta del 70% 
aproximadamente. 
2.4. Criterios de inclusión para la epilepsia del lóbulo temporal con herencia 
autosórnica recesiva (ELTAR) 
G Crisis idiopáticas parciales. 
G Aparición de las crisis generalmente en la niñez. 
P Origen de las crisis en el lóbulo temporal. 
3 Sensación de salirse del cuerpo. 
D Pérdida de conocimiento. 
G Electroencefalogramas mostrando descargas temporales. 
3 Resonancia magnética normal. 
D Herencia autosómica recesiva con penetrancia completa. 
3. EXTRACCIÓN DE ADN 
3.1. Extracción de ADN de sangre 
El ADN se extrajo de linfocitos de sangre periférica. Se aiiadieron 10 ml de tampón de 
lisis 2X (Applied Biosystems, Foster City, Canada) a 10 ml de sangre extraída en tubos 
cüñ EÜTA wrii~v ariiiwaguianie y 3 mg ae proieinasa K jíioche Uiagnostics 
Corporation, Indianapolis, IN, USA) y se incubó toda la noche con agitación a 50°C. Al 
día siguiente se separó el ADN con una mezcla de fenol, cloroformo y alcohol 
isoamilico (25:24:1) y se precipitó con 0.5 V de acetato amónico 5 M y 2 V de 
isopropanol. Tras repetidos lavados con etanol al 70%, se resuspendió el ADN con 
agua estéril o tampón TE (10 mM Tris-HCI 1 1 mM EDTA) (Sambrook et al., 1989). La 
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concentración del ADN se calculó midiendo a una longitud de honda (l.) a 260, 280, 
320 nm mediante el espectrofotómetro GeneQuant pro (Amersham Pharmacia Biotech 
AB, Suecia). 
3.2. Extracción de ADN de tejido embebido en parafina 
El ADN se extrajo de cortes de 5 pm de tejido cerebral embebido en parafina con un 
máximo de 25 pg de tejido por extracción. Los cortes se sometieron a lavados con 1.2 
ml de xileno seguido de 1.2 ml de etanol absoluto y se repitió este proceso 2 veces. 
Posteriormente el tejido se procesó con el kit de extracción de ADN de parafina 
DNeasy Tissue kit (Quiagen, Heldin, Germany) y el ADN obtenido se utilizó 
directamente para la amplificación por PCR. 
4. AMPLIFICACI~N POR PCR Y SECUENCIACI~N DE EXONES 
El volumen final de la amplificación por PCR fue de 10 p1 conteniendo 40 ng de ADN 
genórnico, 12.5 pmol de cada cebador, 0.2 mM de cada dNTP, 1.5 mM de ~ g * +  y 1 U 
de Taq polimerasa (Promega, Madison, WI, USA). Las condiciones estándar para la 
amplificación fueron un ciclo a 94OC durante 2 minutos seguido por 35 ciclos de 94OC 
durante 30 segundos, 60 OC durante 1 minuto y 74OC durante 30 segundos y un último 
ciclo de 74OC durante 6 minutos Vhi te et al., 1993). Los productos de PCR obtenidos 
se sometieron a electroforesis en gel de agarosa y se extrajeron con Qiaquick gel 
extraction kit (Quiagen, Heldin, Germany) o directamente de PCR con Montage PCR kit 
(Genomics, Bedford, MA, USA). 
La secuenciación directa de los productos de PCR se llevó a cabo con dye-terminator 
cycle-sequencing kit (Perkin-Elmer, Warrington, UK) usando la Taq FS DNA 
polimerasa. Las secuencias se obtuvieron con el secuenciador automático ABI PRlSM 
3700 (Applied Biosystems, Foster city, CA, USA). Los resultados se analizaron con el 
programa ABI analisis software 3.1 y se visualizaron con el programa Chromas (versión 
1.45). 
Los cebadores usados para la amplificación y secuenciación durante la realización de 
este trabajo están incluidos en las Tablas 111.1, 111.2, 111.3 y 111.4 y corresponden 
respectivamente a los cebadores utilizados para la amplificación y secuenciación de los 
probandos de las familias con epilepsia nocturna frontal autosómica dominante, de la 
familia EPFFVI con epilepsia parcial familiar con focos variables, de la familia 
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EPFCVM con epilepsia parcial familiar con crisis versivas y mioclonus y de la familia 
ELTAR con epilepsia del lóbulo temporal autosómica recesiva. 
Tabla 111.1. Cebadores usados para secuenciar y amplificar la regi6n codificante de los genes CHRNA4 y 
CHRNB2 y el ex6n 5 de los genes CHRNA3, CHRNAS, CHRNB4 de los probandos de cada familia con 
epilapru nocturna frontal autos6mica dominante (EPFFVl-75, ENFAD4-5. ENFAD5-25, ENFAD6-3. 
ENFAD7-3 y ENFADE-3). 
GEN 
CHRNA4 
CHRNB2 
. 
CHRNA3 
CHRNAS 
CHRNB4 
Ex6n l~ebador directo (5'-3') l~ebador everso (5'+3') 1 
I I 
1 GAGGCAGCGAGCTATGCCCG GCGGCGAGTCTTGGGCCGT 1 
1 
2 
3 
4 
5 
6 
Tabla 111.2. Cebadores usados para secuenciar y amplificar la regi6n codificante del gen YWHAH y del 
ex6n 6 al 13 del gen SYN3 del probando (EPFFVI-75) de la familia EPFFVI con epilepsia parcial 
familiar con focos variables. 
GGTGCGTGCGCCATGGAGC 
ACCTGAGCCACTGGCCTGCC 
CCAGTGGCTGTAGATGAGG 
CATCCAGGAGTGGCACGACTA 
ACCCTTCGCTCTCTTCCTGC 
GGCGAGTGGGTCATCGTGG 
GGCCGTGCTGGAGTGACG 
2 
3 
4 
5 
6 
5 
5 
5 
 GEN 1~x611 (~ebador directo (5'-3') l~ebador everso (5'-+3.) 1 
GCAGTCAGGAGCCTGCCTC 
CGACCTCAGTCACAGCGCAC 
TCCCACTCACCTGCTTCAC 
ACCAAGGCCCTGTAGAGGAC 
GATGACCAGTGAGGTGGACG 
CCCAAAGCGAAGCAGCCTGA 
GCCCCACAGAGTCCAGGG 
1 1 1 16 1 TCTATGGAACAAGCAGCACC 1 CTTTCTAACACTCTGTTCTGG 1 I 
CTTGCCTGCTTACTTTCGTCCT 
GGAGGTGTGAGAGGGACCCT 
CCCACCCAGGGCACAAGTTG 
AGGAAGGAACGCTTAGGCC 
CATCATGTGACCTGGGCCTC 
TGACCGTGTGTCACTGTGC 
ATGCAATCAATGATAGGCCTG 
TTCACGATGTTCTCCATGCC 
- 
YWHAH 
GCAGAGAGCCTGGGACCTCT 
GTGTGGGTGGAAGAGAGCACT 
CCTCCCTGAGCCCTCCAATG 
ATGTCTATAGAACGCCGCTG 
TGGAGATGAGGAAGGGCCTCA 
AACACAGGCCACTGACTCC 
CTCAATCTATGCTTAGTCTTAC 
AGCTGGTGCTACTATCTGAG 
CAGAGCACTTGTTCCTGGC 
GAAAGCAGATCAGTGACGAG 
CAGCGGCTGGACATGCAC 
GAGTGGCCTTCTCTTCAGG 
TTCCATGTGAATCCACTTCTC IAGGACACAGCTGATGGTGC 
GGTCACTTCTGTCCTGAGC 
TACACTTTATGTGTAAGAGTCTC 
ACTGTAATGAACATCCTTGAAG 
TCTGGCTTACAGGCAAGCC 
GCGGTGTGAGGCGCGAG 
AAGGATTGlTGATTATGTTGAAG 
ATGTCTGGCCTTCGTCCAC 
GTGGATAAAGTATTCAGGTGC 
CTTCCTTTGTCTCCAAGTCC 
AATGCTGGAATGTCACGGTG 
TTCCGAACTAAGATGTGGCG 
GCAAGGAAGAATCGGTGATG 
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Tabla 111.3. Cebadores usados para secuenciar y amplificar la regi6n codificante de los genes 
GABRA2lA4/Bl/Gl del probando (EPFCVM -3) de la familia con epilepsia parcial familiar con crisis 
versivas y mioclonus. 
GEN 
GABRA2 
GABRA4 
GABRBI 
Ex6n 
1 
2 
3 
4 
5 
6 
7 
8 
9 
10 
1 
2 
3 
4-5 
6 
7 
8 
9 
1 
2 
3 
4 
5 
6-7 
8 
9 
1 
2 
Cebador directo (5'-3') 
CCACTACGAACGCCTTCG 
GTAATCTCCATAGCTTTAACAC 
ACGGGTGGTACTAATAGCTC 
TTCAAACCATACCGTGTACTC 
CCGTGTCTTGTGTCTACAAC 
CCTCTATCGAGTCTGTTGAG 
TGATTGTATGAAATACACAAC 
ATAAATTTCCTGACATGTATGTG 
CATGCTGTCCTGCTAGTACC 
CCTTCAGAATTTGAAGTGGAC 
GCTCAGGGCATCTGAAGAG 
TTCCTGACCATlTCTGTCTTC 
TATTTACTCTGTAATTATCTAACC 
CTTATGTGTAGTCATTTGCAAC 
CATCTTTCTTGAACAAGTACTG 
TGAAGCCATTGACTAATTGCC 
CTATTCCACATGATTTTCTAGG 
GTACAAATCTGCATAAAGTTAC 
TCCACTAGGAATATTGTTTGC 
'TGTGCTCACAG~GTGCTC 
TCACTGCATCACGCGTGTG 
TTACCTTATACCTCTAGGTGC 
ACCTGTCCATCTAGATTATCC 
AAGCAATGCCACCTTACCAC 
TGGCATCTGTCCTCTCAATC 
GTATCATTAGTAACAGGTTAATG 
CCAGCTGCTGCTGAGGTG 
TGATTTGATTGAACCTTCTACC 
AATGTCTAATCATATCTTTGACC. 
TGAGTTTAACTGTTACTTGCAG 
GTCACAATCTATTATCATATGAC 
TGTTGGCATTGCAATGGTATC 
AGATGGAAGAATAAATGTGGTC 
GCAAATTGATCTTTCCTTATGC 
GABRGI 
Cebador reverso (5'+3') 
TTGAGCCTCCTCCGlTTCC 
TTCAAAAGCATTAATGGCCTAC 
TTTATATACACAGTGATGCATTC 
GACATATACATAATTCTATAACAC 
TCAACTTTGTTAATACTTGACAG 
TATTGACAATTGTCAATCATCTC 
AGTTCTTGGACCTCAAGAGC 
ATTAGTTTGAGGATCAAGAGAG 
GAAACATATCTGTTACAAGCGG 
AGTTAGCAAATGCATGTCTCC 
GGAGCTAGCCATTTCTCCAC 
TCTTCTTGTCATAGGTCTCAC 
TTCTGGCTTTGTGTGATTGAC 
TATTAGCTTGCATGAGGTAATC 
TCATGCATCAACTCTATTTCTG 
CTTATTCAGGATAGCCTGATG 
ATCTAGCTCTGTCACAGCTG 
TTAACTCTCCCAATAACTGGC 
AGGATTCATCCACCTGAGAC 
GAACTAAGGATGGGTTACAG 
CCAATGAAACGCAGAGGGC 
TCATCTATATATTCTTGCTTCTC 
TGCTAATTAACTCAGTGAGAAG 
TATTCGTTGTGGACATTCTTAC 
AAATGAAGGCTTGGTTGAGTC 
GCTGAATCTCTTACCTCGAG 
GCAAATTAATTACTTMAGTGG 
AAATAGTACCAGTAATGATATG 
GGAGGTA.T.A.C.A,CG.A.G.A.G.A.?C 
AAGAATTGATTAAATATTAGTATG 
GTGTGAGTTATGTTCAATTCTTT 
ATGAACTmATCACATCAAAAT 
AGTATCTCTAAGTAAGTTGAGG 
AAACTTCAAGTTACTGAAGCAC 
- 
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Tabla 111.4. Cebadores usados para secuenciar y amplificar la región codificante del gen KCNHB del 
probando (ELTAR-3) de la familia con epilepsia del lóbulo temporal autocómica recesiva. 
5. SSCA (SINGLE STRAND CONFORMATION ANALYSIS) 
GEN 
KCNHB 
El análisis de la conformación de ADN de cadena sencilla (SSCA) se realizó en 
aquellos polimorfismos que codificaban para un cambio de aminoácido en la proteína. 
Para este análisis, se amplificó el fragmento de ADN que incluía el polimorfismo en 
individuos afectados de la familia estudiada, así como el ADN de individuos control. El 
producto amplificado se resolvió en geles de poliacrilamida no desnaturalizantes al 
12.5% con el kit GeneGel Excel 12.5124 (Amersham Pharmacia Biotech, AB, Suecia) 
seguido con una tinción con plata utilizando el kit PlusOne DNA Silver Staining 
(Amersham Pharmacia Biotech, AB, Suecia). 
Exón 
1 
2 
3 
4 
5 
6 
7 
8 
9 
10 
11 
12 
13 
14 
15 
16 
Cebador directo (5'+33 
TTCGAACCATCCTTCTGGAC 
GCTAGCTAAACACATATGCTG 
GAGATTTCCATAGAGATAACAC 
GCTCTTGAAAGGGAACTGTC 
CAAGCTATGTAATCCTTGTITC 
TTCATTGTCCTTCCTACCTC 
TGGCTCCAAGTTAATGTTGTG 
TTACTCCCATGTGTTAATACTG 
TGCTCTGCTCTGATCCAGG 
AGCATCCCTGCTGTCTTGC 
ATGAGGTTATCAGTCCTAAGC 
CCTCTGCCTGCTGCATTTC 
ATGAGACCTCCAGCATTAATG 
CTGGAATCCATGAATATGAATC 
ATTCTAATTGCCTCGATCCTC 
TACTATGCACCTCTAACTATTG 
Cebador reverso (5'-+3') 
AAAATTCACTCCGCTGGTGC 
GCGGAGCAATACTAGGTTG 
TTACGAATATTTATCAGTTGCTG 
AGCGAGTCAAACATTGCCAC 
ATCTGGAACACACTTCACTTC 
CTGGAAGCATAAATCGCCAC 
TTCACTTCCTCCAAGTTCTG 
AACAGGCAGTGACAGTTAGG 
TGATACCTGCATTAGAACATC 
CCTGAGTTCATGTCTTCATCTG 
GACATCTGCCTITACTGTTAC 
AGATTTATTGGTAATCCTCCAG 
GGCAGCCACGTTCACGTG 
TGCCCATAACAAACATACAAG 
TGCTTCTGCGAGTAACTAGG 
TGTCATGCAGTGGTAGGTTTG 
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6. ANALISIS POR RFLPs (RESTRICTION FRAGMENT LENGTH 
POLYMORPHISMS) 
El análisis mutacional de las familias estudiadas en este trabajo reveló una mutación 
que crea un sitio de reconocimiento para el enzima de restricción Hsp9211 (CATG/). La 
cosegregación de la mutación con el fenotipo epiléptico de la familia, se confirmó 
mediante análisis por RFLPs con este enzima. Para este anAlisis, se amplificó el 
fragmento que incluye la mutación usando los cebadores directo y reverso 5'- 
TATAGACTTCATCATTCGCCGC-3' Y 5'-AGCAGCGCGGGCAGCTTC-3' 
respectivamente, en todos los miembros de la familia. Posteriormente se realizó una 
digestión del fragmento amplificado utilizando 2.5 pg de BSA y 0.25 U de enzima 
Hsp9211. Los productos de la digestión se resolvieron en geles en iguales condiciones 
que los de SSCA. 
La amplificación por PCR de los microsatélites se realizó en 10 p1 de volumen final 
conteniendo 40 ng de ADN genómico, 3 pmol de cada cebador, 1.5 mM de ~ g " ,  0.2 
mM de dATP, dTTP y dGTP, 2.5 pM de dCTP, 0.3 U de Taq polimerasa (Promega, 
Madison, WI, USA) y 0.7 pCi de [a3'p]-~CTP a 3000 Cilmmol. 
Las condiciones de PCR fueron un ciclo a 94OC durante 2 minutos seguido por 35 
ciclos de 94OC durante 30 segundos, 55.5OC durante lminuto y 74OC durante 30 
segundos y un ultimo ciclo de 74OC durante 6 minutos. Los productos de PCR se 
resolvieron en geles de acrilamida:bisacrilamida 19:l al 6.5%. Posteriormente los geles 
se secaron y fueron expuestos a peliculas X-OMAT UV (Kodak, Illinois, USA) durante 
1-14 horas. 
El análisis de haplotipos y ligamiento con microsatélites se realizó en las familias 
EPFFVI, EPFFV3, ENFAD4 y ENFAD6, en la familia EPFCVM con epilepsia parcial 
iamiiiar con crisis versivas y mioclonus y en la familia ELTAR con epilepsia del lóbulo 
temporal autosómica recesiva utilizando el programa Cyrillic (versión 2.02). Las familias 
ENFAD7 y ENFAD8 no son informativas y por tanto no es posible este tipo de estudio 
genético. 
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En la Tabla 111.5 se muestra los rnicrosatélites utilizados en este trabajo, así como las 
regiones crornosórnicas donde se encuentran y los genes asociados. 
Tabla 111.5. Resumen de los microsatelites utilizados en este trabajo. En la tabla se muestran además las 
familias estudiadas, las regiones cromos6micas donde se encuentran y los genes estudiados. 
MS4A'. Nuestro laboratorio describi6 este microsat6lie a partir del clon RPll-261Nll y los cebadores 
directo y reverso son GAACTTAGAGAGGATGAAGTC Y CTCCGCGGTGAGTGGCATG respectivamente 
Familias 
estudiadas 
EPFFVl , 
ENFAD4 y 
ENFAD6 
EPFFVl 
EPFFV1 
EPFFV3 
EPFCVM 
ELTAR 
y estánen direcci6n 5.+3' 
Microsatblites 
DlS2345, DlS2346, DlS305 y DlS2715 
D15S818.Dl5S211 yD15S1041 
D20S171. D20S173 y MS4A' 
D2S2302. D2S326, D2S2261 Y D2S1391 
D2S172, D2S427, D2S125 
D4S2639, D4S2397, D4S1627 y D4S3248 
DESI 106, D8S137, DES532 y DES1 110 
DllS4177, D11S4146 y D11S2362 
D15S822, D15S1002, D15S1048, D15S165 
D17S1298,D175796 y D17S974 
D2S434, D2S360, D2S133, D2S2390 y 
D2S1363 
02251 144, D22S1175, D22S1163, D22S689, 
D22S275, D22S1150, D22S1176, D22S273, 
D22528O,D22S1158yD225685 
D22S1144, D22S1163, D22S689, D22S275. 
D22S1150, D22S1176 y D22S280 
D2S1777, D2S438, D2S1790. D2S2162, 
D2S2232, GATA1 12E03, D2S2175, D2S2311, 
D2S2972, D2S1897, D2S2954, D2S340 y 
D2S4 1 0 
D8S1822, GAATIA4. D8S1738, D8S1132, 
D8S1830, D8S555. D8S1779, D85592, 
D8S384,D8S1826yD8S1179 
GATA115EO1, DIOS677 y DIOS1680 
Regi6n 
cromodmica 
lq21 
15q24 
20q13.2 
2q31.1 
2q37.1 
4p15.2 
8~21.1-11.21 
11~15.5 
15q13.1 
17pl3.2 
2q36 
22q12 
22q 12 
2q11.2 
8q24 
1 Oq24 
Genes estudiados 
CHRNB2 
CHRNA4 
CHRNAI 
CHRND y CHRNG 
CHRNA9 
CHRNA2 CHRNB3 y 
CHRNAG 
CHRNAlO 
CHRNA7 
CHRNE y CHRNBl 
SYN3 y YWHAH 
SYN3 y YWHAH 
- 
LGIl 
En la región cromosómica 22q12, para determinar el tamaiio molecular de los alelos de 
los microsatélites en las familias EPFFVl y EPFFV3, se utilizó el ADN de los individuos 
control CEPH 1331 -01 y 1331 -02 (individuos en los cuales se conoce el tamano exacto 
de los alelos de los microsatélites). 
Además de los microsatélites indicados en la Tabla 111.5, se realizó un rastreo 
genómico completo en la familia EPFCVM con epilepsia parcial familiar con crisis 
versivas y mioclonus con el set CHLC human screening setMleber version 8, 8A. Este 
set está constituido por los cebadores para la amplificación de 386 marcadores de tipo 
microsatélite separados una distancia media de 10 CM a lo largo de todo el genoma. 
Además, con el fin de aumentar la resolución en las regiones candidatas, se analizaron 
11 1 microsatélites adicionales 
En la familia ELTAR con epilepsia del lóbulo temporal autosómica recesiva se realizó el 
mismo rastreo genómico que con epilepsia parcial familiar con crisis versivas y 
mioclonus y además se analizaron 101 microsatélites adicionales. 
8. ANALISIS DE PUNTUACI~N LOD 
Se realizó un test de ligamiento mediante el cálculo de la puntuación lod para los 
marcadores de tipo microsatélite descritos en el apartado anterior. Para este test se 
utilizó el programa MLlNK del paquete de programas LINKAGE (version 5.20) y 
FASTLINK (version 4.OP). Para el análisis se utilizó una frecuencia de población para 
el alelo afecto de 0.00001 y a los alelos de los microsatélites se les asignó las mismas 
frecuencias (ver ANEXO 1, II y 111). 
La penetrancia asignada al fenotipo epiléptico fue del 70% para las 6 familias con 
epilepsia nocturna frontal autosómica dominante, para la familia EPFFVl con epilepsia 
parcial familiar con focos variables y para la familia EPFCVM con epilepsia parcial 
familiar con crisis versivas y mioclonus y del 100% en la familia ELTAR con epilepsia 
del lóbulo temporal autosómica recesiva. Las posibles diferencias en la penetrancia del 
fenotipo epiléptico en estas familias no afectaron significativamente al resultado del 
&!culo de Io püntii~tiUii loJ. 
El individuo afectado con epilepsia mioclónica juvenil (individuo 70 de la familia 
EPFFVl) y el individuo afectado con epilepsia rolándica benigna (individuo 25 de la 
familia EPFFV3) no fueron considerados como afectados con epilepsia parcial familiar 
con focos variables a efectos del análisis de ligamiento 
III. MATERIALES Y MCTODOS 
9. SOPORTE INFORMÁTICO 
Las direcciones de lnternet utilizadas en este trabajo son: 
http:/~.epilepsiemuseurn.de/espanollindex.htmI 
Historia de la epilepsia. 
http://www.epilepticoslibres.comlhistoria.html 
Historia de la epilepsia. 
http:/lwww.ncbi.nlrn.nih.gov/entrez/query.fcgi 
Bibliografía científica e información general genórnica y proteórnica. 
http:i/www.ncbi.nlrn.nih.gov/genemap 
Mapa físico de marcadores. 
http:llwww.ncbi.nih.govlBLAST 
Búsqueda de alineamiento de secuencias. 
http://blast.genome.jp 
Búsqueda de alineamiento de secuencias. 
http://www.gdb.org 
Información de genes y marcadores. 
http://research rnars~eldclinic.a~/genetics 
Mapas genéticos de rnicrosatélites. 
http://genecards.weizmann.ac.il/geneloc 
Base de datos unificada de genes y marcadores. 
http://genecards. bcgsc.bc.callindex.htmI 
Información de genes. 
http.//www.ensembl.org 
Información y localización de genes y marcadores. 
http://searchlauncher.bcm.tmc.edu/~q-search/nucleic~acid-search. htrnl 
Utilidades para secuencias. 
http:llwww.broad.mit.edulcgi-binlcontiglpAys_map 
h!::apa ffsic~ de iiiaícadüieo. 
http:/lwww-shgc.stanford.edu/resourcedhumanrtimap,hm\l 
Mapa físico de marcadores. 
III. MATERIALES Y METODOS 
Los programas informáticos usados en la realización de este trabajo son: 
Chromas (versión 1.45), Cyrillic (versión 2.02), programa MLlNK del paquete de 
programas LINKAGE (version 5.20) y FASTLINK (version 4.OP). 
IV. RESULTADOS 
IV. RESULTADOS 
1. ANÁLISIS DE LAS FAMILIAS CON EPILEPSIA NOCTURNA FRONTAL 
AUTOSÓMICA DOMINANTE 
Steinlein et al. (1995) describieron la primera mutación asociada a la epilepsia, en el 
gen CHRNA4 en una familia australiana con epilepsia nocturna frontal autosómica 
dominante. Posteriormente, Phillips et al. (1998) encontraron evidencias de un segundo 
locus asociado a este tipo de epilepsia en la región cromosómica 15q24. En un 
principio, se describió que en esta región cromosómica se localizaba la agrupación de 
los genes CHRNA3/A5/84, pero en el aiio 2000, Bonati et al. establecieron que estos 
genes estaban fuera de la región de ligamiento. Ese mismo ano, De Fusco et al. 
describieron el segundo gen rnutado asociado a la epilepsia nocturna frontal 
autosómica dominante en el gen CHRNB2. 
1.1. Análisis mutacional del exón 5 de los genes asociados a la epilepsia 
nocturna frontal autosómica dominante 
Los 5 genes asociados a la epilepsia nocturna frontal autosómica dominante 
(CHRNA4A2/A3/A5A4) estdn formados por 6 exones. El quinto exón de todos estos 
genes codifica para los 4 dominios transmembrana de cada subunidad del receptor 
nicotínico de acetilcolina. Todas las mutaciones encontradas asociadas a la epilepsia 
nocturna frontal autosómica dominante se encuentran en el exón 5, tanto en el gen 
CHRNA4 como en el gen CHRNB2, en la región que codifica para el segundo y tercer 
dominio transmembrana. El primer paso fue secuenciar el exón 5 de los cinco genes 
implicados en la epilepsia nocturna frontal autosómica dominante 
(CHRNA4432/A3/A5/64) utilizando el ADN de los probandos (EPFFV1-75*, ENFAD2- 
3**, ENFAD4-5, ENFAD5-25, ENFAD6-3, ENFAD7-3, ENFAD8-3) de las familias con 
este síndrome epiléptico. La Figura IY.l muestra la estructura genómica de estos cinco 
genes, representando el segundo y tercer dominio transmembrana de cada gen y las 
mutaciones asociadas a la epilepsia nocturna frontal autosdmica dominante. 
* EPCF'?! iniciu!nci.!c :c diapnv;:ic6 cvmv epilrpñis nxtiirno fiüiib; aüiüsi>iiii¿a düi-1-iiiiaiiii y se 
estudi6 como tal. 
" Las muestras sanguineas extraldas de la familia ENFAD2 fueron extraldas con heparina como 
anticoagulante en lugar de con EDTA que es lo estandar (Sambrook et al., 1989). Como describen 
Beutler et al. (1990) la heparina inhibe la PCR, por lo que s61o se consigui6 amplificar el ADN de 
ENFAD2 con diluciones seriadas para evitar la inhibici6n. No fue posible realizar estudios mAs amplios 
debido a las enormes dificultades de uso de este ADN. 
Figura IV.1. Representacidn esquemática de la estructura de los genes CHRNA4, CHRNB2 y la 
agrupaci6n de genes CHRNA3, CHRNA5 y CHRNB4. Se representa la disposici6n de los exones 
(cilindros azules). las secuencias no traducidas (UTR) (cilindros blancos), el segundo y tercer dominio 
transmembrana (cilindros rojos) (TM2 y TM3) y las mutaciones asociadas a la epilepsia nocturna frontal 
autos6mica dominante. 
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N. RESULTADOS 
Figura IV.1. (Continuaci6n). Representaci6n esquemgtica de la estructura de los genes CHRNA4, 
CHRNB2 y la agrupaci6n de genes CHRNA3, CHRNAS y CHRNB4. Se representa la disposici6n de los 
exones (cilindros azules). las secuencias no traducidas (UTR) (cilindros blancos), el segundo y tercer 
dominio transmembrana (cilindros rojos) (TM2 y TM3) y las mutaciones asociadas a la epilepsia nocturna 
frontal autodmica dominante. 
ATG ESEl It3F 
r stop 7 (.ktw-* TM2 TM3 
4 b 
8.83kb 
Como resultado de está secuenciación se describió que los individuos afectados en la 
familia ENFAD5 presentan la mutación c.859G+A en el exón 5 en la región que 
codifica para el segundo dominio transmembrana de CHRNB2 que causa el cambio de 
aminohcido V287M. ENFAD5 supone la cuarta familia con una mutación en el gen 
CHRNB2 asociada a la epilepsia nocturna frontal autosómica dominante y la segunda 
con esta mutación. En el resto de las familias no se encontró ninguna mutación. 
En el cromatograma en la Figura IV.2 se puede obsewar un doble pico (G y A) que nos 
indica la presencia de un cambio en heterocigosis típico de una mutación de una 
enfermedad dominante como es el caso de la epilepsia nocturna frontal autosómica 
dominante. 
Figura IV.2. Cromatograma de la secuencia de ADN que presenta la mutación c.85QG+A del gen 
CHRNB2 que causa elcambio de amin&cido V287M. 
(a) Secuencia de un individuo control. (b) Secuencia del probando de la familia ENFADS. 
A Secuencia control B Secuencia del probando 
Val Val+Met 
* h 
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1.2. Anhlisis por RFLPs en la familia ENFAD5 
La mutación c.859G-+A en el gen CHRNB2 en la familia ENFAD5 crea un sitio de 
reconocimiento para el enzima de restricción Hsp9211 (CATGI). La wsegregación de la 
mutación w n  el fenotipo enfermo de la familia ENFAD5, se wnf imó mediante análisis 
por RFLPs con este enzima. 
Se amplificó un fragmento de 365 pb que incluia la mutación y se realizó una digestión 
con Hsp9211. En individuos sanos, este enzima produce tres cortes dando como 
resultado 4 fragmentos de 47, 78, 9 y 231pb. En individuos afectos o portadores, 
Hsp9211 produce cuatro wrtes dando wmo resultado 5 fragmentos de 47, 78, 9, 45 y 
186pb. En la Figura IV.3 se observa en individuos sanos, una vez realizada la 
digestión, una sola banda que corresponde al fragmento de 231 pb. Los individuos 
afectos y portadores, además de esta banda de 231pb, presentan una banda adicional 
que corresponde a un fragmento de 186 pares de bases. Los fragmentos de 45,47,78 
y 9 no se ven porque son muy pequefios. C+ y C- son los controles de ADN con y sin 
digestión respectivamente. 
Estos resultados confirmaron la wsegregación de la mutación a todos los individuos 
afectados de la familia ENFAD5 (individuos 12, 25, 28, 30, 31) y 4 portadores obligados 
(individuos 3, 6, 14, 19). Además, debido a su edad, no se pueden descartar que los 
individuos 3 y 6 hayan padecido epilepsia nocturna frontal autosómica dominante en su 
juventud. 
1.3. Anhlisis de los loci asociados a la epilepsia nocturna frontal autosómica 
dominante 
Para simplificar la búsqueda de mutaciones en las familias EPFFV1, ENFAD4 y 
ENFAD6, se analizaron los loci asociados a la epilepsia nocturna frontal autosómica 
dominante. Con este fin, se realizó un análisis de haplotipos y ligamiento (ver 
microsatélites en Materiales y métodos) para la región cromodmica 20q13.2 
ICHRNA4). la región cromosómica 15q24 (no s610 !a ogibn !igeds I !I epi!epris 
nocturna frontal autosómica dominante sino además para la región crornosómica que 
incluye los genes CHRNA3íASB4) y la región cromos6mica lq21 (CHRNB2). 

IV. RESULTMOS 
Las familias ENFAM y ENFADG no son lo suficientemente informativas para obtener 
un ligamiento a estos loci con una puntuación lod positiva significativa (2 3). En cambio, 
se podía determinar la posible exclusión (puntuación lod S -2) de ligamiento de estos 
loci, y por tanto, descartar los genes de estas regiones cromosómicas. Las familias 
ENFAD7 y ENFAD8 eran casos esporádicos y no son informativas para el análisis de 
ligamiento. 
En la Figura IV.4 se puede observar el análisis de haplotipos de las familias EPFFVl, 
ENFAM y ENFADG para las tres regiones cromosómicas asociadas a la epilepsia 
nocturna frontal autosómica dominante. En la familia EPFFVl, se estableció exclusión 
de ligamiento en los tres loci, descartando las tres regiones cromosómicas y por tanto 
los genes incluidos en ellas. De igual forma, también se excluyó ligamiento en la región 
cromosómica lq21 (CHRNB2) para la familia ENFAD4 descartando esta región 
cromosómica y por tanto CHRNB2. No se pudo establecer exclusión de ligamiento en 
esta familia para los otros 2 loci (20q13.2 y 15q24). Y para la familia ENFADG no se 
pudo establecer exclusión de ligamiento para ninguno de los tres loci (ver puntuación 
lod en ANEXO I.1A). 
1.4. AnPlisis mutacional en fimilias ENFAD4, ENFADG, ENFAD7 y ENFADI 
Una vez descartadas las mutaciones conocidas y analizadas las tres regiones 
cromosómicas asociadas a la epilepsia nocturna frontal autosómica dominante 
(20q13.2, 15q24 y lq21), se secuenciaron los 5 exones restantes no secuenciados del 
gen CHRNA4 y CHRNBZ (exones 1, 2, 3 ,4  y 6 respectivamente) con el probando de 
las familias ENFADG, ENFAD7 y ENFAD8 y los 5 exones restantes no secuenciados 
del gen CHRNA4 para la familia ENFAD4. No se encontraron mutaciones en los genes 
CHRNA4 y CHRNBP en las familias ENFADG, ENFAD7 y ENFAD8 y tampoco en el 
gen CHRNA4 en la familia ENFAM. Se identificaron variaciones en la secuencia que 
codifican para un cambio de aminoácido pero se confirmó por SSCA y10 secuenciación 
de controles que estas variaciones no eran una mutación (Tabla IV.l). 
E: las femilisi EXAE4, ENFADB, EiiFAijT y EiYFAü6 no se pucio reaiizar un rastreo 
genómico completo y tampoco otros estudios de ligamiento más amplios debido a su 
baja informatividad. 
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Figun IV.4 (Continuaci6n). Anhlisis de haplotipos en las familias EPFFVI. ENFAD4 y ENFAD6 para 
las regiones cromosómicas 20q13.2 (CHRNA4), 15q24 (incluyendo ademds los genes 
CHRNA3/AM34 que estan fuera de la regi6n ligada a la epilepsia nocturna frontal autos6mica 
dominante) y lq21 (CHRNB2). Las cajas del mismo color representan el mismo haplotipo. 
A) Haplotipos en la familia EPFFVI. B) Haplotipos en las familias ENFAD4 y ENFADG. 
ENFAM ENFADG 
Tabla N.I. Polimorfismos localizados en los genes CHRNA4, CHRNB4, CHRNA3, CHRNA5 y 
CHRNB4 en las familias con epilepsia nocturna frontal autosbmica dominante. 
Gen 
CHRNA4 
Ex6n 
1 
5 
Cambio de 
nucle6tido 
c. l8C-T 
c.639C-T 
c.678~-T 
c.1125G-T 
c.I143T+C 
c.1575A-G 
Cambio de 
aminohcido 
P6P 
D213D 
C226C 
P375P 
C381C 
A525A 
IV. RESULTADOS 
El estudio de los genes CHRNA3/AS/B4 no prosiguió mas allá de la secuenciación 
del exón 5 porque, como ya se ha mencionado, estos genes se encuentran fuera de 
la región cromosómica 15q24 ligada a la epilepsia nocturna frontal autosómica 
dominante (Bonati et al., 2000). 
1.5. Análisis de otras regiones candidatas en la familia EPFFVl 
La familia EPFFVl es la única familia suficientemente informativa de las familias 
consideradas con epilepsia nocturna frontal autosómica dominante que permitió 
estudios de ligarniento amplios. En esta familia se habían descartado los genes 
CHRNA~/CHRNB~/CHRNA~/CHRNA~ICHRNB~ debido a la exclusión de ligamiento 
de las tres regiones cromosómicas 20q13.2, 15q24 y lq21 (apartado 1.3 de 
Resultados). Por lo que, se analizaron las regiones cromosómicas que contenían el 
resto de las subunidades del receptor nicotinico de acetilcolina (ver Materiales y 
mátodos). Se realizó un análisis de haplotipos (ver microsatélites en Materiales y 
métodos) para las regiones cromosómicas 2q31.1 (gen CHRNAf), 2q37.1 (genes 
CHRND y CHRNG), 4p15.2 (gen CHRNAS), 8p21 .l-11.21 (genes CHRNA2, 
CHRNB3 y CHRNAG), 1 lp15.5 (gen CHRNAIO), 15q13.1 (gen CHRNA7) y 17p13.2 
(genes CHRNE y CHRNBI). En la Figura IV.5 se puede observar los haplotipos para 
estas regiones cromos6micas en la familia EPFFVl. Se estableció exclusión de 
ligarniento a todas estas regiones cromosómicas en la familia EPFFVl (ver 
puntuación lod en ANEXO 1.1 B). 
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IV. RESULTADOS 
2. ANALISIS DE LAS FAMILIAS CON EPILEPSIA PARCIAL FAMILIAR CON 
FOCOS VARIABLES 
La familia EPFFVl fue diagnosticada de epilepsia nocturna frontal autosómica 
dominante pero diferentes factores llevaron a un diagnóstico final de epilepsia parcial 
familiar con focos variables. Estos factores fueron la exclusión de las regiones 
cromosbmicas para todas las subunidades conocidas del receptor nicotínico de 
acetilcolina en la familia EPFFVl, la aparición en la bibliografía de nuevas familias 
asociadas a la epilepsia parcial familiar con focos variables [Scheffer et al. (1998) 
establecieron un posible ligamiento a la regi6n crornosómica 2q36 y Xiong et al. 
(1999) describieron ligamiento a la región cromosómica 22q12 en familias con 
epilepsia parcial familiar con focos variables] y sobre todo, el estudio clinico más 
profundo de los afectos de la familia EPFFV1. 
2.1. Anhlisis de la familia EPFFVl como epilepsia parcial familiar con focos 
variables 
Se realizó un análisis de haplotipos (ver microsatélites en Materiales y métodos) 
para las regiones cromosómicas 2q36 y 22q12 asociadas a la epilepsia parcial 
familiar con focos variables en la familia EPFFVl (Figura IV.6). 
Se excluyó ligamiento a la región cromosómica 2q36 (ANEXO 1.2.). En cambio, los 
haplotipos de la región cromosómica 22q12 nos permitieron establecer la 
cosegregación de la región cromosómica ligada en todos los individuos afectados 
(individuos 29, 41, 43, 49 y 75) y 3 portadores (individuos 10, 17 y 47) de la familia 
EPFFVl. Debido a la edad del individuo 10, no se puede descartar que éste haya 
padecido epilepsia parcial familiar con focos variables en su juventud. En la familia 
EPFFVl , se describió un posible ligamiento con una puntuación lod máxima de 2.64 
para 0=0 para el microsat6lite D22S689 en la región cromosómica 22q12 en el 
intervalo de 4.9 CM (6.9 Mb) entre los microsatélites D22S1144 y D22S685 (Figura 
IV.7 y Tabla IV.2). 
IV
. R
ES
UL
TA
W
S 
EP
FF
Vl
 
ir
¿@
 
36
 
37
 
9 
10
 
11
 
l7
 l
6
 m
 * 3
4 
39
 
40
 
41
 
43
 
47
 
49
 
50
 
70
 
73
 7
4 
75
 
Ep
ile
ps
ia 
pa
rc
ial
 fa
m
ilia
r c
on
 fo
co
s v
ar
iab
les
 (E
PF
FV
) 
@
 Ep
ile
ps
ia 
m
io
cló
nic
a ju
ve
nil
 (E
MJ
) 
Fi
gu
ra
 IV
.6
. A
ná
lis
is 
de
 Iia
pl
ot
ip
os
 en
 la
 fa
m
ilia
 E
PF
FV
l c
on
 e
pi
lep
sia
 p
ar
cia
l fa
m
ilia
r c
on
 fo
co
s v
ar
iab
les
 p
ar
a l
as
 re
gi
on
es
 cr
om
os
óm
ica
s 2
2q
12
 (A
) y
 2q
36
 (8
). 
La
s c
aja
s d
el
 m
ism
o 
co
lci
r r
ep
re
se
nt
an
 el
 m
ism
o h
ap
lo
tip
o.
 
IV. RESULTAWS 
Mapa genhtico m Mapa flsico lnnb,I 
Figura IV.7. ldiograma y representaci6n esquematica del mapa genhtico y del mapa fisico de la regi6n 
cromos6mica 22q12 asociada a la familia EPFNI  con epilepsia parcial familiar con focos variables. 
D22S1144 27.48 ------------- D22S1144 26.00- 
D22S1175 27.48 -----D22Sll63 26.24- 
D22S1 163 28.02 
D22S689 2 7 . 1 8 3 '  
' ... ---.- 
, . D22S275 
-. 
27.43- 
" '~22~1150 27.82- 
D22S1176 29.66 
29.66 
, b d \ ,  
31.30 0 
D22S1158 31.84 30.5\ 7 
32.39 , ' ~ 2 2 ~ 1 1 7 5  3 1 . 0 4 4 )  
. 
'D22S280 31.54- 
4 )  
32.89- 
32.92 
Tabla N.2. Valores de puntuacibn lod para la regi6n cromosbmica 22q12 en la familia EPFFVI con epilepsia 
parcial familiar con focos variables. En negffta se muestran los valores mas informativos. 
Marcador CM 0.00 0.05 0.10 015 0.20 0.25 0.30 0.35 0.40 
D22S1144 27.48 -3.30 1.28 1.36 1.29 1.17 1.0 0.80 0.59 0.37 
02281 175 27.48 0.96 0.90 0.83 0.73 0.62 0.50 0.38 0.25 0.14 
D22S1163 28.02 1.24 1.22 1.13 1.01 0.87 0.71 0.55 0.38 0.23 
ÜiZS6eti 28.57 2.134 2.39 2.13 1.88 1.58 1.28 0.97 0.66 0.37 
D22S275 28.57 2.57 2.34 2.09 1.82 1.54 1.24 0.94 0.64 0.37 
D22S1150 28.57 0.68 0.61 0.54 0.46 0.38 0.30 0.22 0.15 0.09 
D22S1176 29.66 2.34 2.11 1.86 1.80 1.33 1.05 0.77 0.50 0.28 
D22S273 29.66 2.38 2.15 1.90 1.64 1.37 1.09 0.81 0.54 0.30 
D22S280 31.30 1.16 1.04 0.92 0.79 0.67 0.55 0.43 0.31 0.21 
D22S1158 31.84 1.35 1.23 1.10 0.96 0.82 0.68 0.53 0.40 0.26 
D22S685 32.39 1.68 1.52 1.34 1.15 0.95 0.74 0.54 0.34 0.18 
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2.2. Análisis de los haplotipos asociados a la epilepsia parcial familiar con focos 
variables 
Nuestro laboratorio. en colaboración con el Profesor Berkovic (Universidad de Melbourne), 
estudió la familia EPFFV3, una familia descrita como epilepsia nocturna frontal autosómica 
dominante. Como habia ocurrido con la familia EPFFVl, la familia EPFFV3 finalmente se 
diagnosticó como epilepsia parcial familiar con focos variables. Este diagnóstico se 
confirmó geneticamente en ambas familias al describirse ligamiento a la región 
cromosómica 22q12 (región cromosómica ligada a la epilepsia parcial familiar con focos 
variables). 
Al ser dos familias de origen espaiiol, se realizó un estudio de haplotipos para determinar 
la existencia o no de un haplotipo común en la región cromosbmica ligada. De los 7 
microsatélites analizados en la región cromosómica 22q12 en las familias EPFFVl y 
EPFFV3, sólo uno coincide, lo que indica diferentes haplotipos. Esta diferencia sugiere la 
existencia de heterogeneidad genética de locus asociada a la epilepsia parcial familiar con 
focos variables en España (Xiong et al., 1999 y Berkovic et al., 2004). En la Tabla IV.3 se 
muestra los haplotipos para esta región cromosbmica en estas familias. 
Tabla N.3. Haplotipos para la regibn cromosbmica 22q12 ligada a la epilepsia parcial familiar con focos 
variables en las familias EPFFV1 y EPFFV3. Los nlímeros indican el tarnafio molecular de los alelos de los 
micmsat6lites (en pb) 
2.3. Análisis de genes candidatos en la región cromosómica 22q12 en la familia 
EPFFVl 
EPFFV1 
EPFFV3 
Nuestro laboratorio, en colaboración con el Profesor Berkovic (Universidad de Melbourne), 
ha estrechado la región cromosbmica 22q12 asociado a la epilepsia parcial familiar con 
focos variables [descrita previamente por Xiong et al. (1999)l a la regibn entre los 
marcadores D22S1163 y D22S280. En esta región cromosómica, se localizan el gen 
YWHAH y del ex6n 6 al 13 del gen SYN3 (el microsatélite limite D22S280 se localiza en el 
D22S1144 
193 
191 
D22S1163 
151 
153 
D22S275 
172 
170 
D22S689 
21 8 
198 
D22S1150 
223 
219 
D22S1176 
83 
83 
D22S280 
218 
212 
IV. RESULTADOS 
intrón 5). Se secuenció la región codificante del gen YWHAH y la del exón 6 al 13 del gen 
SYN3 para todas las isoformas (SYN3 tiene 3 isoformas debido a que presenta 
procesamiento alternativo) del probando de la familia EPFFVI (Figura IV.8). No se 
encontraron ni mutaciones ni polimorfismos en estos genes. 
Figura IV.8. Representación esquematica de la estructura de los genes SYN3 y YWHAH. Se representa la 
disposici6n de los exones (cilindros azules) y las secuencias no traducidas (UTR) (cilindros blancos). 
Ademas se representan las 3 isoformas del gen SYN3 y el límite de la regi6n cromos6mica 22q12 ligada a la 
epilepsia parcial familiar con focos variables (EPFFV). 
Regi6n fuera de la regi6n 1 Regi6n dentro de la regi6n cromoshica 22q12 ligada 
cmmo86mica 22q12 ligada a EPFFV j a EPFFV 
ATG 
r D22S280 j 
I 
I 
0 
I 
-jr 
51.39kb; 217.03kb 
, 
4 
, 
1 
492.97kb 
SYN3 lsoforma A 
- SYN3 lsoforma B 
IV. RESULTADOS 
Flgun IV.8. (Continuaci6n). Representaci6n esquematiea de la estructura de los genes SYN3 y YWHAH. Se 
representa la disposicibn de los exones (cilindros azules) y las secuencias no traducidas (UTR) (cilindros 
blancos). Ademas se representan las 3 isoformas del gen SYN3 y el limite de la regi6n cromos6mica 22q12 
ligada a la epilepsia parcial familiar con focos variables (EPFFV). 
3. ANALISIS DE UNA FAMILIA CON EPILEPSIA PARCIAL FAMILIAR CON CRISIS 
VERSIVAS Y MIOCLONUS (EPFCVM) 
La clínica de la familia EPFCVM con epilepsia parcial familiar con crisis versivas y 
mioclonus muestra rasgos similares a la epilepsia mioclónica familiar benigna del adulto 
(EMFBA). Se analizaron las regiones cromosómicas 8q24 (Mikami et al., 1999) y 2q11.2 
(Guerrini et al., 2001) asociadas a la epilepsia mioclónica familiar benigna del adulto para 
descartar la presencia de alelismo entre ambos sindromes. 
3.1. Anllisis de los loci  asociados a la epilepsia mioclónica fimiliar benigna del 
adulto en una familia con epilepsia parcial familiar con crisis versivas y mioclonus 
Se realizó un análisis de haplotipos (ver microsatblites en Materiales y mbtodos) para las 
regiones cromosómicas 8q24 y 2q11.2 asociadas a la epilepsia mioclónica familiar benigna 
del adulto en la familia EPFCVM (Figura IV.9). Se excluyó ligamiento a ambas regiones 
cromosómicas (ANEXO II. 1) 
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3.2. Rastreo genómico y anllisis de las regiones candidatas en una familia con 
epilepsia parcial familiar con crisis versivas y mioclonus 
Una vez descartados las regiones cromodmicas 8q24 y 2q11.2 asociadas a la 
epilepsia mioclónica familiar benigna del adulto en la familia EPFCVM, se realizó un 
rastreo genómico completo con el set CHLC human screening setMleber version 8, EA. 
(este set está constituido por los cebadores para la amplificación de 386 microsatblites 
separados una distancia media de 1 OcM a lo largo de todo el genoma). Además, con el 
fin de aumentar la resolución en las regiones candidatas, se analizaron 111 
microsatblites adicionales. En este rastreo genómico y los marcadores adicionales se 
utilizó únicamente el ADN de nueve individuos afectos (individuos 3, 5, 6, 7, 9, 10, 15, 
22 y 23) y dos portadores obligados (individuos 2 y 19) de la familia EPFCVM con 
epilepsia parcial familiar con crisis versivas y mioclonus (1 1 individuos de los 22 que se 
disponía) (ver ANEXO 11.2). No se obtuvo ninguna puntuacibn lod estadisticamente 
significativa (mayor de 3) aunque se establecieron regiones candidatas. La regi6n 
candidata más infotmativa se localiza en la región cromosómica 4~14412  y 
comprende 22cM.(Tabh 1Y.4). 
Tabla IV.4. Valores de puntuación lod más informativos obtenidos en el rastreo genómico en la familia 
EPFCVM con epilepsia parcial familiar con crisis versivas y mioclonus. En negrita se muestran los 
valores más informativos. 
Fracción de recombinación (8m=9 
Marcador 
IV. RESULTWS 
En la región cmmosómica 4p14q12, se realizó un análisis de microsatélites con mas 
marcadores utilizando el ADN de todos los individuos de la familia (22 individuos), con 
el fin de definir y confirmar esta región'. El análisis de los haplotipos de esta región nos 
permitió establecer la cosegregación de la región cromosómica ligada en todos los 
individuos afectados (individuos 3, 5, 6, 7, 9, 10. 18, 22 y 23) y 4 portadores (individuos 
2, 4. 13. 14 y 19) de la familia EPFCVM. Se describió ligamiento estadisticamente 
significativo con una puntuación lod maxima de 3.00 para 8=0 para el marcador 
D4S1627 en la región cromosómica 4pl4-q12 en el intervalo de 12 CM (o 16.6 Mb) 
entre los microsat&lites D4S174 y D4S3000 (Figura IV.lO, Figura IV.11 y Tabla IV.5). 
'Recientemente se obtuvieron muestras de tejido cerebral embebido en parafina de un individuo afecto 
(EPFCVM-18). A este individuo se le realir6 una autopsia hace mas de una decada y el ADN de las 
muestras de este individuo está en mal estado. (Jackson el al.. 1990). 
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IV. RESULTAWS 
Figura IV.ll. ldiograma y representación esquemcitica del mapa genético y del mapa fisico de la regi6n 
crornosómica 4p14-q12 ligada a la familia EPFCVM con epilepsia parcial con crisis versivas y rnioclonus. 
Mapa genetico m Mapa fisico m 
Tabla IV.5. Valores de puntuaci6n lod obtenidos para la regi6n cromos6mica 4p14-q12 en la familia 
EPFCVM con epilepsia parcial familiar con crisis versivas y mioclonus. En negrita se muestran los 
valores más informativos. 
Fraccibn de recornbinacibn (Bm=f) 
Marcador CM 0.00 0.05 0.10 0.15 0.20 0.25 0.30 0.35 0.40 
D4S2632 50.53 -4.23 -1.77 -1.07 -0.66 -0.39 -0.19 -0.07 0.01 0.05 
D4S2050 51.6 -3.53 -0.45 -0.18 -0.04 0.04 0.09 0.11 0.11 0.09 
D4S174 56.95 -9.05 -0.36 0.13 0.34 0.43 0.44 0.39 0.31 0.20 
D4S2974 59.62 2.34 2.20 2.04 1.85 1.64 1.39 1.12 0.83 0.51 
MS1627 60.16 3.00 2.77 2.53 2.27 1.99 1.68 1.35 0.99 0.62 
D4S3002 61.42 1.06 0.98 0.87 0.75 0.61 0.46 0.30 0.17 0.07 
~ 2 3 3 5 . 5  e: .A2 2 . g  2.26 2.W i .  i.64 i.39 1.12 U.83 0.51 
D4S3254 64.24 0.57 0.59 0.60 0.58 0.55 0.50 0.44 0.36 0.26 
D4S478 64.24 0.57 0.59 0.60 0.58 0.55 0.50 0.44 0.36 0.26 
D4S2916 65.81 1.75 1.59 1.43 1.25 1.07 0.88 0.67 0.46 0.25 
D4S3000 68.95 -3.30 0.92 1.09 1.10 1.03 0.92 0.76 0.58 0.37 
D4S3248 72.52 -3.30 0.88 1.04 1.05 0.99 0.88 0.72 0.54 0.34 
D4S2367 78.43 -0.30 -0.23 -0.18 -0.13 -0.10 -0.07 -0.04 -0.02 -0.01 
IV RESULTAWS 
3.3. Anilisis de genes candidatos en la región cromosómica 4p14q12 en una 
familia con epilepsia parcial familiar con crisis versivas y mioclonus 
En la región cromosómica 4p14q12 se localiza la agrupación de los genes 
GABRA~IGABRA~~GABRBI~GABRG~ que codifican para subunidades de receptor de 
GABAA (Figura IV.12). 
Figura IV.12. Representaci6n esquematica de la estructura genómica de los genes 
GABRAZGABRA4/GABRBl&ABRGl. Se representa la disposici6n de los exones (cilindros azules) y 
las secuencias no traducidas (UTR) (cilindros blancos). 
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IV. RESULTADOS 
Se secuenció la región codificante de los genes GABRA2/GABRA4/GABRBl/GABRGl 
(ver Materiales y métodos) del probando (EPFCVM-3) de la familia EPFCVM con 
epilepsia parcial familiar con crisis versivas y mioclonus. No se encontraron mutaciones 
en ninguno de los genes. Se identificaron variaciones en la secuencia que codifican 
para un cambio de aminoácido pero se confirmó por SSCA y10 secuenciación de 
controles que estas variaciones no eran una mutación (Tabla IV.6). 
Tabla IV.6. Polimorfismos localizados en los genes GABRA2íGABRA4ffiABRBI/GABRGl en la familia 
EPFCVM con epilepsia parcial familiar con crisis versivas y mioclonus. 
4. ANALISIS DE UNA FAMILIA CON EPILEPSIA DEL LÓBuLO TEMPORAL 
AUTOSÓMICA RECESIVA 
Gen 
GABRBI 
GABRA4 
GABRGf 
La clínica de la familia ELTSA con epilepsia del Ióbulo temporal autosómica recesiva 
muestra rasgos similares a la epilepsia del Ióbulo temporal con síntomas auditivos. Se 
analizó la región cromosómica 10q24 (gen LGllíepitempina) (Ottman et al., 1995 y 
Kalachikov et al., 2002) asociada a la epilepsia del Ióbulo temporal con síntomas 
auditivos para descartar la presencia de alelismo entre ambos sindromes. 
4.1. Análisis del locus asociado a la epilepsia del Ióbulo temporal con sintomas 
auditivos en una familia con epilepsia del Ióbulo temporal autosómica recesiva 
Ex6n 
5 
8 
1 
3 
Se realizó un análisis de haplotipos (ver microsatélites en Materiales y métodos) para 
la región cromosómica 10q24 (gen LGll/epitempina) en la familia ELTAR con epilepsia 
de! !bhii!n !emynw! -u!~sAmicz recesiva (Figura IV.13). Sr rxc!uj6 !igamients r este 
región cromosómica (ANEXO 111.1). Para realizar este análisis, se trató a esta familia 
como si presentara herencia autosómica dominante al igual que la epilepsia del Ióbulo 
temporal con sistemas auditivos. 
Cambio de 
nucleótido 
c.508T-C 
c.846A-G 
c.76CdA 
c.264A-G 
Cambio de 
aminoácido 
L170L 
T282T 
L26M 
T88T 
~p 
~ ~ 
! 
N. RESULTADOS 
Flgura IV.13. Anelisis de haplotipos en la familia ELTAR con epilepsia del lóbulo temporal autodmica 
recesiva para la regi6n cromos6mica 10q24. 
ELTAR 
Epilepsia del 16bulo temporal autosdmica recesiva (ELTAR) 
4.2. Rastreo genómico y analisis de las regiones candidatas en la familia con 
epilepsia del lóbulo temporal autosómica recesiva 
Una vez excluida la región cromosómica 10q24 asociada a la epilepsia del lóbulo 
temporal con sintomas auditivos, se realizó un rastreo genómico completo con el set 
CHLC human screening seWeber version 8, 8A (este set está constituido por los 
cebadores para la amplificación de 386 microsatélites separados una distancia media 
de 1OcM a lo largo de todo el genoma). Además, con el fin de aumentar la resolución 
en las regiones candidatas, se analizaron 101 microsatblites adicionales. Para este 
rastreo genómico y los marcadores adicionales se utilizó el ADN de 5 individuos 
(ELTAR-1, 2, 3, 4 y 5) de la familia ELTAR con epilepsia del lóbulo temporal 
autosómica recesiva de los que se disponía (ver ANEXO 111.2). No se obtuvo ninguna 
puntuación lod estadísticamente significativa (mayor de 3) aunque se han establecido 
regiones candidatas (Tabla IV.7). 

Las regiones candidatas más informativas se localizan en las regiones cromosómicas 
3p24.3 y 5q35.2 y comprenden unas zonas de 5.34cM y 15.12cM respectivamente. Se 
realizó un análisis de rnicrosat~lites utilizando más marcadores con el fin de definir y 
confirmar estas regiones cromosómicas. En la Tabla IV.8 se muestran los valores de 
puntuación lod obtenidos más informativos. 
Tabla IV.8. Valores de puntuaci6n lod obtenidos para las regiones cromodmicas 3p24.3 y 5q35.2 en la 
familia ELTAR con epilepsia del lóbulo temporal autos6mica recesiva. En negrita se muestran los 
valores mas informativos. 
Marcador CM 0.00 0.05 0.10 0.15 0.20 0.25 0.30 0.35 0.40 
' CR3A y CR3B son microsat&lites que se describieron a partir del clon NT-022517; C R M  y CR5B a 
partir de los clones NT-O77451 y NT-023133 respectivamente; y CR5C y CR5D a partir del clon 
NT-077451. Los cebadores usados para amplificar estos microsatelites se muestran en la Tabla IV.9. 
N. RESULTADOS 
Tabla IV.9. Cebadores usados para amplificar los microsat6lites disefiados por nuestro laboratorio en la 
regi6n cromos6mica 3p24.3 y 5q35.2. 
No se ha definido una región homocigota lo suficientemente amplia asociada a la 
familia ELTAR con epilepsia del lóbulo temporal autodmica recasiva (Lander et al., 
1987). No obstante, en la región cromosómica 3p24.3 se describen dos marcadores 
con alta puntuación lod (D3S3510 y D3S3726 con un valor de puntuación lod de 1.33 y 
2.08 respectivamente para @=O) definiendo un posible ligamiento. Esta región es de 
aproximadamente 0.54 CM (3Mb) y está delimitada por los marcadores D3S2338 y 
CR3A (Figura IV.14, Figura IV.15 y Tabla IV.10). Además, entre estos marcadores se 
encuentra el gen KCNH8 que reafirma este locus como regi6n candidata. Este gen 
codifica para una subunidad de un canal de potasio sensible a voltaje y es un 
importante gen candidato a estar asociado a epilepsia (Combi et al. 2005, Singh et al., 
1998, Charlier et al., 1998 y Spauschus et al., 1999). 
'~arcador 
CR3A 
CR3B 
C R M  
CRBB 
CR5C 
CRBD 
Figun IV.14. Análisis de haplotipos en la familia ELTAR con epilepsia del lbbulo temporal autos6mica 
recesiva para la regi6n cromos6mica 3p24.3. Las cajas del mismo color representan el mismo haplotipo. 
Cebador directo (5-3') Cebador reverso (5'-+3') 
GCCTGGGTGATAGAGTGAG TTACTGTCTCCATAGTATTGTC 
GTCTGACTCCAATGATGATTG ACTTCTGAAATGTCTGACCTC 
ATTTACTAACAATGTTCTCATAAC AASTAGAAATGGTTGGAGATGGC 
AGGTGTCTGTAGTCCCAGC TGATGTGAATGTACATATTCCG 
AGTGACAGTGTGCCAGAGC GCAATATCATGCATTACCATG 
TGCTGAGGAGTACATATATC CAGAGCGAGACTCCGTCTC 
- 
ELTAR 
Epilepsia del 16bulo temporal autosómica recesiva (ELTAR) 
IV. RESULTMOS 
Figura IV.15. ldiograma y representacibn esquemdtica del mapa genbtiw y del mapa flsico de la regi6n 
cromos6mica 4p14q12 ligada a la familia ELTAR con epilepsia parcial con crisis versivas y mioclonus. 
Mapa genbtiw 1 (CM, 1 Mapa flsiw 1 
D3S2338 
D3S3510 
D3S3726 
CRM 
Tabla N.10. Valores de puntuaci6n lod obtenidos para la regi6n cromos6mica 3p24.3 en la familia 
ELTAR con epilepsia del 16bulo temporal autos6mica recasiva. En negrita se muestran los valores mds 
informativos. 
Marcador CM 0.00 0.05 0.10 0.15 0.20 0.25 0.30 0.35 0.40 
IV. RESULTADOS 
4.3. Análisis de genes candidatos en la región cromosómica 3p24.3 en la familia 
con epilepsia del lóbulo temporal autosómica recesiva 
El gen KCNH8 se localiza en la región cromosómica 3p24.3 (Figura IV.16). Se 
secuencib la región codificante del gen KCNHB (ver Materiales y métodos) del 
probando (ELTAR-3) de la familia ELTAR. No se encontraron ni mutaciones ni 
polimorfismos en ninguno de los 16 exones que tiene este gen. 
Figura IV.16. Representaci6n esquemática de la estructura del gen KCNHB. Se representa la 
disposici6n de los exones (cilindros azules) y las secuencias no traducidas (UTR) (cilindros blancos). 
ATG r p G i q  Stop 3 
-- I I I  
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El conocimiento de la genética de las epilepsias parciales idiopáticas ha sufrido un gran 
desarrollo en la última década. En 1995, Steinlein et al., descubrieron la primera 
mutación asociada a la epilepsia en un receptor neuronal. Desde entonces, se han 
descrito numerosas mutaciones y ligamientos asociados a la epilepsia familiar 
incluyendo familias con epilepsia parcial idiopática. 
Un importante problema que ha surgido en el estudio de las epilepsias familiares es 
que los afectos dentro de la misma familia presentan claras diferencias en las crisis a 
pesar de considerarse con el mismo síndrome epiléptico. Sólo un profundo estudio 
clínico y genbtico de cada individuo afecto permite un diagnóstico correcto. Esta 
variabilidad fenotípica puede ser explicada porque otros factores, ambientales o 
genéticos, determinan el fenotipo especifico de cada síndrome epiléptico (Badano et 
al., 2002). 
En este trabajo se estudiaron diez familias espaiiolas con diferentes formas de 
epilepsia parcial idiopática. En la familia ENFADS identificamos la mutación V287M en 
el gen CHRNBP. En la familia EPFFVl, establecimos un posible ligamiento a la región 
cromosómica 22q12. Además. se establecieron haplotipos diferentes en dos familias 
espaiíolas con epilepsia parcial familiar con focos variables (EPFFVl y EPFFV3) 
ligadas a la región cromos6mica 22q12, lo que sugiere heterogeneidad genética de 
locus. En la familia EPFCVM con epilepsia parcial familiar con crisis versivas y 
mioclonus identificamos un locus asociado a la regi6n cromosómica 4p14q12. 
Finalmente el análisis de haplotipos y ligamiento en la familia ELTAR con epilepsia del 
lóbulo temporal autosómica recesiva, nos permitid establecer un posible locus asociado 
a la regi6n cromosómica 3~24.3. 
1. EL RECEPTOR DE ACETILCOLINA COMO CANDIDATO FUNCIONAL 
IMPLICADO EN LA EPILEPSIA NOCTURNA FRONTAL AUTOSÓMICA 
DOMINANTE 
La familia ENFADS con la mutación V287M en el gen CHRNBP es la cuarta familia con 
epiiepsia nocturna trontal autosómica dominante con una mutación en este gen y la 
segunda con esta mutación. Se han descrito cuatro familias con mutaciones en el gen 
CHRNBP. tres de éstas afectan al mismo nucleótido lo que sugiere una mutaci6n 
específica de sitio. Duga et al. (2002) analizaron 24 probandos de familias con 
epilepsia nocturna frontal autosómica dominante no asociados al gen CHRNA4 
buscando mutaciones en el gen CHRNB2 sin encontrar ninguna mutación. Este 
análisis y la existencia de sólo cuatro familias con mutaciones en CHRNB2, sugiere 
que las mutaciones en CHRNB2 son raras en la epilepsia nocturna frontal autosómica 
dominante. 
El receptor de acetilcolina es el receptor más ampliamente conocido. No obstante, su 
relación con la epilepsia no está totalmente clara (Changeaux, 1993). Phillips et al. 
(2001) establecieron que la mutación V287M produce un aumento de la afinidad por 
acetilcolina de hasta 10 veces. Este aumento produciría la disfunción del receptor 
desencadenándose hiperactividad neurona1 y epilepsia. Según este razonamiento, el 
receptor se colapsaría al unir acetilcolina tan rápidamente, alterándose la dinámica del 
receptor (rápida desensibilización y lenta recuperación posterior) y se produciria la 
perdida de su función. El efecto de la hiperactividad por disfunción del receptor se 
explicaría asumiendo un efecto inhibidor del receptor en la membrana. 
2. BÚSQUEDA DE NUEVOS LOCl ASOCIADOS A LA EPILEPSIA NOCTURNA 
FRONTAL AUTOSÓMICA DOMINANTE 
El receptor nicotínico de acetilcolina más frecuente en neuronas es el constituido por 
el pentamero (a4)2(p2)3. Los genes CHRNA4 y CHRNB2, que codifican para las 
subunidades de este receptor, son los únicos en los cuales hay descritas mutaciones 
asociadas a la epilepsia nocturna frontal autosómica dominante. Sin embargo, existen 
otras subunidades funcionales de este receptor en neuronas (CHRNA2, CHRNA3, 
CHRNAS, CHRNA7, CHRNB3 y CHRNB4). Los genes que codifican para estas 
subunidades son candidatos importantes a estar asociados a la epilepsia nocturna 
frontal autosómica dominante. 
Bonati et al. (2002) describieron exclusión de ligamiento a estos genes en familias con 
epilepsia nocturna frontal autosómica dominante sugiriendo la existencia de otros 
genes implicados en este síndrome. La composición de subunidades del receptor de 
acetilcolina en diferentes tejidos es muy variada (Tabla V.1) (Lukas et al., 1999). Los 
genes CHRNAI, CHRNA6, CHRNAS, CHRNAIO, CHRNBI, CHRNB5, CHRND, 
CHRNE y CHRNG que codifican para otras subunidades no funcionales en cerebro o 
poco conocidas del receptor nicotínico de acetilcolina, serían otros candidatos 
importantes a ser responsables de la epilepsia nocturna frontal autosómica dominante. 
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Tabla V.1. Composición de subunidades del receptor niwtinico de acetilcolina en diferentes tejidos. 
El estudio de este tipo de epilepsia no debería centrarse s61o en este receptor y habría 
que considerar los genes que codifican para subunidades de otros receptores como 
posibles candidatos. Existen slndromes epilépticos en los que hay mutaciones 
descritas en genes que codifican para subunidades de receptores distintos. Un ejemplo 
seria el síndrome epiléptico GEFS+ (epilepsia generalizada con crisis febriles plus) en 
el cual en un principio se describieron mutaciones en los genes SCNIB, SCNIA y 
SCN2A que codifican para subunidades de un canal de sodio (Wallace et al., 1998. 
Escayg et al., 2000 y Sugawara et al., 2001) y posteriormente en el gen GABRG2 que 
codifica para una subunidad del receptor de GABM (Baulac et al., 2001a y Wallace et 
al., 2001). 
Estequiometrla del receptor niwtlnico de 
acetilcolina 
íal)2Plv6~ 
ial)2Blac: 
a3P4 
a3a5pi 
a3a5P2pi 
ía4)2(@2)3 
a4a5P2 
a7 
a7a8 
a8 
as 
La epilepsia familiar está principalmente asociada a alteraciones en receptores 
neuronales pero no todos los sindromes epilbpticos están asociados a mutaciones en 
receptores. Un ejemplo seria la epilepsia mioclónica progresiva de tipo II (EPM2) o 
enfermedad de Lafora que está asociada a mutaciones en genes que codifican para 
enzimas que intervienen en el metabolismo del glucógeno (Serratosa et al., 1999, Chan 
et al.. 2003). 
Debido al elevado número de genes candidatos posibles, el clonaje funcional se hace 
muy complicado. Por tanto, el clonaje posicional mediante un rastreo gen6mico se 
convierte en un método muy eficaz para identificar genes responsables. 
Localización del receptor niwtlniw de 
acetilcolina 
Músculo esqueletico fetal 
Mfisculo esquelmco de adulto 
Ganglia autonómica 
Ganglia autonómica 
Ganglia autonómica 
Sistema nervioso central 
Sistema nervioso central 
Ganglia autonómica y sistema nervioso central 
Retina y sistema nervioso central de pollo 
Retina de pollo 
Cóclea y pituitaria 
3. DIAGN~STICO DIFERENCIAL ENTRE EPILEPSIA NOCTURNA FRONTAL 
AUTOS~MICA DOMINANTE Y EPILEPSIA PARCIAL FAMILIAR CON FOCOS 
VARIABLES 
El fenotipo epiléptico expresado en la epilepsia parcial familiar con focos variables se 
caracteriza por crisis epilépticas originadas en diferentes lóbulos cerebrales en 
ausencia de daño cerebral. La epilepsia nocturna frontal autocómica dominante, en 
cambio, se caracteriza por la presencia de crisis nocturnas del lóbulo frontal en 
acumulas. El problema que surge en el diagnóstico diferencial entre ambos síndromes 
epilépticos se debe a que en la epilepsia parcial familiar con focos variables el fenotipo 
más común son las crisis nocturnas del lóbulo frontal. 
La epilepsia parcial familiar con focos variables presenta una gran variabilidad de crisis 
entre miembros de una misma familia frente a la relativa homogeneidad de la epilepsia 
nocturna frontal autosómica dominante. Además, en la epilepsia nocturna frontal 
autosómica dominante, las crisis son breves, agrupadas y nocturnas (las crisis de día 
son muy raras y siempre en sueño) mientras que las crisis en la epilepsia parcial 
familiar con focos variables son menos frecuentes y pueden ocurrir durante el sueño o 
durante la vigilia. Además, debido a que las crisis en ambos síndromes predominan 
durante el sueño, es común un diagnóstico erróneo con parasomnias u otros 
desordenes psiquiátricos. 
Las diferencias entre estos síndromes no son siempre claras. La clínica en la familia 
EPFFVl es muy similar a la de una familia con epilepsia nocturna frontal autosómica 
dominante. Sólo mediante un análisis genético y una cuidadosa caracterización clínica 
de cada miembro afecto de la familia EPFFV1 llegamos al diagnóstico de epilepsia 
parcial familiar con focos variables. 
En nuestro trabajo, presentamos confirmación de ligamiento a la región cromosómica 
22q12 en la familia EPFFVl con epilepsia parcial familiar con focos variables. 
Previamente, sólo en 5 familias (tres familias franco-canadienses, una familia 
holandesa y una familia española) se había descrito ligamiento a esta región 
crornosómica jiiiong ei a¡., iiii, Caiienbaci.1 er a i ,  2üu3 y BerKovic et al., 2004). La 
confirmación de ligamiento a la región cromosómica 22q12 y no a la región 
cromosómica 2q36 (sólo en una familia australiana y con puntuación lod máxima no 
significativa de 2.74; Scheffer et al., 1998) sugiere que el locus del cromosoma 22 es el 
principal locus asociado a la epilepsia parcial familiar con focos variables en población 
caucasiana. 
La diferencia de haplotipos en la región cromosómica 22q12 en las familias EPFFVl y 
EPFFV3 sugiere que existe una heterogeneidad genbtica de locus en EspaAa, a 
diferencia de las familias franco-canadienses con epilepsia parcial familiar con focos 
variables ligadas a la región cromosómica 22q12. las cuales presentan un haplotipo 
común (Xiong et al., 1999 y Berkovic et al., 2004). 
La presencia de un gen mayoritario en este locus sería esencial para entender la 
etiología de la epilepsia parcial familiar con focos variables. Existen muchos genes 
conocidos en esta región candidata, pero hasta ahora no se han descrito mutaciones 
en genes asociadas a este síndrome. La mayoría de los genes asociados a la epilepsia 
familiar son genes que codifican para subunidades de canales iónicos pero no se han 
descrito genes de este tipo en esta región. Sin embargo. genes como SYN3 y YWHAH 
codifican para proteínas neuronales en este locus. Estos genes, que intervienen en la 
liberación de neurotransmisores, se secuenciaron y no se encontraron mutaciones. No 
obstante, no se deben descartar estos genes ya que el analisis mutacional sólo se llevo 
a cabo en la regi6n codificante. Sin embargo, se han descrito mutaciones detectables a 
otros niveles como mutaciones que afecten al procesamiento y estabilidad del ARN 
(deleciones en intrones, mutaciones en la setial de reconocimiento de poliadenilación, 
etc) y alteraciones en la región promotora. Estas alteraciones pueden modificar la 
expresión de los genes implicados y llevar al fenotipo epilbptico. 
No se descarta la posibilidad de la existencia de alteraciones en otros genes en esta 
región cromosómica implicados en este síndrome. 
4. ANALISIS GENÉTICO DE UNA FAMILIA CON EPILEPSIA PARCIAL FAMILIAR 
CON CRISIS VERSIVAS Y MIOCLONUS 
El análisis de haplotipos y ligamiento en la familia EPFCVM con epilepsia parcial 
familiar con crisis versivas y mioclonus permitió la identificación de un locus en la 
región cromosómica 4~14412.  Los genes GABRA2IGABRA4íGABRBlIGABRGl que 
codifican para subunidades del receptor de GABAA se encuentran en esta región 
cromodmica. Anteriormente se habían descrito mutaciones asociadas a epilepsia en 
genes que codifican para subunidades de este receptor. El gen GABRA1 se ha 
asociado a la epilepsia mioclónica juvenil (EMJ) (Cossette et al., 2002) y el gen 
GABRG2 a la epilepsia generalizada con crisis febriles plus (GEFS+) (Wallace et al., 
2001 y Baulac et al., 20016) siendo ambos síndromes formas diferentes de epilepsia 
generalizada. Los fenotipos de la epilepsia mioclónica juvenil y de la epilepsia parcial 
familiar con crisis versivas y mioclonus se caracterizan por la presencia de mioclonías y 
fotosensibilidad entre otros rasgos clínicos. La fotosensibilidad se ha relacionado con la 
transmisión neuronal gabaérgica y epilepsia (Cocito et al., 1994). 
Estos datos convierten a los genes GABRAZA4BIffil en candidatos ideales para ser 
responsables de la epilepsia parcial familiar con crisis versivas y mioclonus. El no 
haber encontrado mutaciones no excluye a estos genes como candidatos ya que 
pueden existir modificaciones en regiones no codificantes. 
El estudio realizado en este trabajo en la familia EPFCVM supone un gran avance 
debido a la descripción de un nuevo síndrome epiléptico en el cual además se ha 
localizado el gen responsable. Es necesaria la identificación de nuevas familias con 
una semiologia similar a la familia EPFCVM para caracterizar mejor esta epilepsia tanto 
clínica como genéticamente. 
5. ANALISIS GENÉTICO DE UNA FAMILIA CON EPILEPSIA DEL LÓBULO 
TEMPORAL CON HERENCIA AUTOSÓMICA RECESIVA 
La epilepsia del lóbulo temporal familiar es la más frecuente de las epilepsias parciales 
idiopáticas. Se conocen dos tipos de epilepsia del lóbulo temporal familiar: Medial y 
lateral, ambas con herencia autosómica dominante. 
Este tipo de epilepsia presenta un importante componente genético. Se han descrito 
numerosas mutaciones en el gen LGII en la forma lateral de la epilepsia del lóbulo 
temporal, pero la relación entre este gen y este tipo de epilepsia permanece poco clara 
(Kalachikov et al., 2002). Estudios previos han indicado que la perdida de ambas 
copias de LGII promueve la progresión de tumores de glía sugiriendo un papel en la 
comunicación célula-célula. El patrón de expresión del gen Lgil de ratón es 
predominantemente neuronal y es consistente con las regiones anatómicas 
involucradas en la epilepsia del IoDulo temporal. tste patr6n sugiere que el gen Lti17 
además de intervenir en oncogénesis tiene un papel adicional en epileptogénesis 
(Kalachikov et al., 2002). 
En las formas esporádicas se han realizado numerosos estudios en polimorfismos 
asociados a la epilepsia del lóbulo temporal. Polimorfismos en el gen intedeuquina I B  
(IL-18). que codifica para una citoquina proinflamatoria que modula neurotransmisores 
neurotóxicos, están asociados a este tipo de epilepsia (Kanemoto et al., 2000). El gen 
prodynorphin (PDYN) codifm para un péptido anticonvulsivo y es un importante 
candidato para ser un supresor de crisis epilkpticas. Un polimorfismo funcional en este 
gen se ha relacionado con la susceptibilidad a la epilepsia del lóbulo temporal 
(Stogmann et al., 2002). El polimorfismo 1465G+A en el gen GABA (6) receptor 1, que 
codifica para un receptor inhibidor, incrementa la susceptibilidad a la epilepsia del 
lóbulo temporal (Gambardella et al., 2003). 
Este gran entramado de genes y los loci asociados a la epilepsia del lóbulo temporal 
familiar (lOq24, 18qter, lq25q31 y 12q22q23.3) explicaría el fenotipo tan complejo y 
variado de epilepsia del lóbulo temporal (Kalchikov et al., 2002, Baulac et al., 2001a y 
Claes et al., 2004). 
En este trabajo presentamos el primer caso de una familia con epilepsia del lóbulo 
temporal con herencia autosómica recesiva (ELTAR) lo que aumenta aún más la 
complejidad de este tipo de epilepsia. El análisis de haplotipos y ligamiento en esta 
familia ha permitido la identificación de un posible locus implicado en este síndrome 
epiléptico en la región cromosómica 3~24.3. El gen KCNHB se encuentra en esta 
región cromosómica y codifica para una subunidad de un canal de potasio sensible a 
voltaje. Previamente ya se han descrito mutaciones en genes que codifican para 
subunidades de canales de potasio asociados a epilepsia. Los genes KCNQ2 y 
KCNQ3 se han identificado responsables de la epilepsia con convulsiones neonatales 
familiares benignas que es una forma de epilepsia parcial (Singh et al.. 1998 y Charlier 
et al., 1998) y mutaciones en el gen KCNAI están asociados a episodios de ataxia tipo 
1 y epilepsias parciales (Spauschus et al., 1999). 
Recientemente, Combi et al. (2005) han descrito dos putativos loci de susceptibilidad a 
la epilepsia nocturna frontal autosómica dominante en las regiones cromosómicas 
3p22-p24 y 8q11.2-q21 . l ,  aunque no se han descrito mutaciones en genes que se 
localicen en estas regiones cromosómicas. En la región cromosómica 3p22-p24 
curiosamente se localiza el gen KCNHB. Combi et al., además postularon la hipótesis 
del digenismo asociado a este síndrome epiléptico. Algo que no se puede descartar, 
más aún, teniendo en cuenta la variabilidad fenotípica de las epilepsias idiopáticas 
parciales como la epilepsia nocturna frontal autosómica dominante o la epilepsia del 
lóbulo temporal familiar. 
Todos estos datos convierten al gen KCNHB en un buen candidato para el desarrollo 
de epilepsia. No se encontraron mutaciones en la región codificante de este gen 
aunque como en el caso de los genes GABRAWA4Bl/G1, SYN3 y YWHAH, no se 
descarta que existan modificaciones en regiones no codificantes. Además en la región 
cromosómica 3p24.3 existen otros genes aunque no están asociados a canales 
iónicos. 
La familia ELTAR con epilepsia del lóbulo temporal con herencia autosómica recesiva 
es una familia consanguinea en tercera generación, por lo que se pueden haber 
producido muchas recombinaciones. Con el mapeo por homocigosidad se pretende 
localizar una región cromosómica de gran tamaño ligada a un fenotipo epiléptico en 
familias consanguíneas con herencia autosómica recesiva (como es el caso de esta 
familia) (Lander et al., 1987). La no obtención de una región cromosómica ligada de 
mayor tamaño en esta familia puede ser debida a que durante la transmisión vertical de 
los haplotipos de esta región cromosómica se hayan producido recombinaciones 
sucesivas que hayan acotado esta región estrechándola de forma que haya quedado 
demasiado pequeña. 
En este trabajo describimos regiones candidatas en las regiones cromosómicas 22q12, 
4p14-q12 y 3p24.3 para la epilepsia parcial familiar con focos variables, la epilepsia 
parcial familiar con crisis versivas y mioclonus y la epilepsia del lóbulo temporal 
autosómica recesiva respectivamente. Se secuenció la región codificante de diferentes 
genes candidatos en estas regiones candidatas pero no se encontraron mutaciones. 
Debido a este planteamiento, se hace imprescindible un análisis mutacional utilizando 
el ARN de pacientes de estas familias. 
VI. CONCLUSIONES 
VI. CONCLUSIONES 
1. En la familia ENFAD5 con epilepsia nocturna frontal autosómica dominante hemos 
identificado la mutación V287M en el gen CHRNB2. Esta mutación cosegrega con el 
fenotipo epiléptico en esta familia. 
2. En la familia EPFFVl con epilepsia parcial familiar con focos variables hemos 
confirmado ligamiento a la región cromosómica 22q12 estableciéndose como locus 
principal asociado a este síndrome epiléptico. 
3. Hemos establecido dos haplotipos diferentes en las familias espailolas con epilepsia 
parcial familiar con focos variables EPFFVI y EPFFV3 ligadas a la región cromosómica 
22q12 
4. El estudio exhaustivo clínico y genético de familias con epilepsia nocturna frontal 
autosómica dominante (ENFAD) y epilepsia parcial familiar con focos variables 
(EPFFV) facilita un diagnostico diferencial entre ambos síndromes epilépticos. 
5. El análisis de ligamiento en la familia EPFCVM con epilepsia parcial familiar con 
crisis versivas y mioclonus nos ha permitido la identificación de un locus previamente 
no descrito en la región cromosómica 4p14-q12. 
6. El anhlisis de ligamiento en la familia ELTAR con epilepsia del lóbulo temporal 
autosómica recesiva nos ha permitido la identificación de un posible locus previamente 
no descrito en la región cromosómica 3~24.3.  
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1 ANEXO 1 
1. Valores de r un tu ación lod Dara los loci estudiados en la e ~ i l e ~ s i a  nocturna frontal autosómica 
dominante 
1A. Valores de puntuación lod para los loci asociados a la epilepsia nocturna frontal autosómica 
dominante 
lA.l. Valores de puntuación lod para los loci asociados a EPFFVl 
Fracción de recombinación (8m=f) 
Marcador CM 0.00 0.05 0.10 0.15 0.20 0.25 0.30 0.35 0.40 
lA.2. Valores de puntuación lod para los lociasociados a ENFAD4 
Fracción de recombinación (em=f) 
Marcador CM 0.00 0.05 0.10 0.15 0.20 0.25 0.30 0.35 0.40 
ANEXO I 
lA.3. Valores de puntuación lod para los loci asociados a la epilepsia nocturna frontal 
autosómica dominante 
DlS1653 ligada a E ~ ~ ~ ~ L ~ 1 5 s . 1 0 4 6  
Marcador CM 0.00 0.05 0.10 0.15 0.20 0.25 0.30 0.35 0.40 
DlS534 151.86 0.30 0.26 0.21 0.17 0.13 0.10 0.06 0.04 0.02 
D1 S305 159.32 0.30 0.26 0.21 0.17 0.13 0.10 0.06 0.04 0.02 
1B. Valores de puntuación lod para los loci de las regiones cromosómicas que incluyen el resto 
de subunidades del receptor de acetilcolina para la familia EPFFVI 
Fracción de recombinación (0rn=f) 
Marcador CM 0.00 0.05 0.10 0.15 0.20 0.25 0.30 0.35 0.40 
ANEXO I 
Fracción de recombinaci6n (Om=f) 
Marcador CM 0.00 0.05 0.10 0.15 0.20 0.25 0.30 0.35 0.40 
2. Valores de ~untuaci6n lod Dara el locus en la reai6n cromos6mica 2a36 asociado a la e ~ i l e ~ s i a  
parcial familiar con focos variables 
Marcador CM 0.00 0.05 0.10 0.15 0.20 0.25 0.30 0.35 0.40 
ANEXO ll 

ANEXO II 
2. Rastreo gen6mico en la familia con epilepsia parcial familiar con crisis versivas y miocionus 
(EPFCVM) 
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Fracción de recombinaci6n (8m=i) 
ANEXO ll 
Marcador 
Fracción de recombinación (9m=f) 
Marcador CM 
D3S2387 5.54 
D3S1560 18.97 
GATA164B08 26.25 
D3S3611 31.13 
D3S1259 36.65 
D3S1585 38.83 
D3S3613 41.56 
D3S1293 
D3S3038 44.81 
D3S2336 44.81 
n?c*r?n 
YdUL-tdL 
~7 n* 
d ,  .=L 
D3S3623 61.52 
D3S2409 70.61 
D3S1766 78.64 
GATA148E04 89.91 
D3S2406 102.64 
GATA128C02 112.42 
D3S2459 119.09 
ANEXO ll 
Fracción de recombinaci6n (0m=f) 
Marcador CM 0.00 0.05 0.10 0.15 0.20 0.25 0.30 0.35 0.40 
D3S3045 124.16 -3.50 -0.47 -0.22 -0.1 1 -0.05 -0.02 -0.01 -0.01 -0.02 
D3S2460 134.64 -8.27 -0.35 0.09 0.27 0.34 0.35 0.31 0.25 0.17 
D3S3023 -0.16 0.07 0.15 0.18 0.18 0.15 0.12 0.08 0.04 
D3S1764 152.62 -3.32 -0.68 -0.20 0.03 0.14 0.18 0.18 0.15 0.11 
D3S1744 161.04 -3.47 -0.98 -0.48 -0.24 -0.11 -0.03 0.01 0.02 0.01 
D3S1763 176.54 -3.22 -2.97 -2.09 -1.49 -1.08 -0.78 -0.55 -0.36 -0.22 
D3S3053 181.87 -3.19 -2.73 -1.76 -1.17 -0.77 -0.50 -0.30 -0.16 -0.07 
D3S242 1 186.69 -3.51 -2.66 -1.62 -1.03 -0.65 -0.40 -0.22 -0.10 -0.03 
D3S2427 188.29 1.80 1.62 1.43 1.23 1.02 0.80 0.58 0.38 0.21 
D3S3041 188.29 -3.43 -0.67 -0.28 -0.08 0.04 0.11 0.14 0.14 0.11 
D3S1262 201.14 -3.51 -3.49 -2.58 -1.82 -1.29 -0.90 -0.61 -0.39 -0.22 
D3S3530 209.41 -3.51 -3.29 -2.30 -1.62 -1.14 -0.79 -0.53 -0.33 -0.18 
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D4S2915 
D4S3243 
D4S2361 
D4S414 
D4S1647 
D4S2623 
D4S430 
D4S2394 
D4S2939 
D4S1644 
D4S1625 
D4S1586 
D4S3021 
D4S1629 
D4S3016 
D4S1498 
D4S1636 
D4C216E 
D4S2431 
D4S2417 
D4S408 
D4S1652 
0.35 0.40 
0.21 0.17 
-0.43 -0.25 
0.20 0.14 
0.04 0.03 
0.24 0.18 
0.74 0.47 
0.81 0.51 
0.52 0.36 
0.21 0.13 
-0.21 -0.14 
-0.02 -0.01 
0.23 0.17 
-0.01 -0.01 
0.21 0.14 
0.01 0.01 
0.07 0.07 
0.03 0.06 
0.15 0.11 
0.12 0.10 
0.00 0.00 
0.10 0.09 
-0.16 -0.09 
-0.04 -0.02 
-0.47 -0.28 
0.18 0.12 
-0.02 -0.01 
n n? n n 4  
U<U4 U." I 
0.10 0.09 
-0.16 -0.08 
0.06 0.04 
-0.04 -0.02 
- 
ANEXO II 
Marcador CM 
D5S2488 0.00 
GATA145D10 7.77 
D5S2505 14.30 
D5S1953 16.72 
D5S807 19.02 
D5S817 22.88 
GATA134603 36.25 
GATA145D09 39.99 
D5S1470 45.34 
D5S1457 59.30 
D5S2500 69.23 
D5S1501 85.25 
058815 101.02 
D5S1462 105.29 
D5S1453 
D5S2501 116.98 
D5S1505 129.83 
D5S816 139.33 
D5S1480 147.49 
D5S820 159.77 
D5S1471 172.13 
D5S1456 174.80 
D5S211 182.89 
D5S408 195.49 
Fracción de recombinaci6n (8m=f) 
Marcador CM 
F13A1 
D6S1721 25.08 
D6S285 34.23 
GATA163610 42.27 
GGAAI 5808 53.81 
D6S282 66.37 
GATA1 1 E02 73.13 
D6S1053 80.45 
D6S1031 88.63 
D6S1056 102.81 
D6S1021 112.20 
M5474 118.64 
D6S423 120.31 
D6S1702 124.64 
WSIVIV t28.33 
D6S1009 137.74 
D6S1569 141.15 
D6S314 143.40 
GATA1 84A08 146.06 
D6S441 154.10 
GATA165G02 154.64 
D6S4 1 5 159.98 
ANEXO II 
Marcador CM 0.00 0.05 0.10 0.15 0.20 0.25 0.30 0.35 0.40 
Fracción de recombinaci6n (0m=f) 
Marcador CM 
GATA24FO3 7.44 
D7S513 17.74 
GATA137H02 29.28 
D7S1802 33.09 
D7S1808 41.69 
D7S817 50.29 
D7S2846 57.79 
D7S1818 69.56 
GATA1 18GIO 78.65 
D7S2204 90.95 
D7S820 98.44 
D7S821 109.12 
D7S1799 113.92 
GGAA6D03 128.41 
D7S1804 136.95 
D7S1824 149.90 
D7S2195 163.03 
GATA1 89C06 
GATA30D09 173.71 
D7S559 181.97 
Marcador 
D8S264 
D8S277 
D8S1130 
D8S1106 
D8S261 
D8S136 
D8S1477 
D8S1110 
ü8SÍ Í iS  
D8S1136 
GATA14E09 
D8S1119 
GAATlA4 
D8S1132 
D8S592 
D8S1179 
ANEXO ll  
Marcador CM 0.00 0.05 0.10 0.15 0.20 0.25 0.30 0.35 0.40 
Fracci6n de recombinación (em=f) 
Marcador CM 0.00 0.05 
Marcador 
ANEXO II 
Fracción de recombinaci6n (em=f) 
Marcador CM 0.00 0.05 0.10 0.15 0.20 0.25 0.30 0.35 0.40 
D10S1782 156.27 -4.01 -1.77 -1.19 -0.86 -0.63 -0.46 -0.33 -0.22 -0.13 
DIOS1248 165.27 -3.26 -0.89 -0.37 -0.1 0.06 0.14 0.18 0.18 0.15 
D10S212 170.94 -0.51 -0.43 -0.32 -0.22 -0.13 -0.07 -0.03 0.00 0.02 
Marcador 
DllS4177 
DllS1984 
DllS1318 
D11S2362 
DllS1999 
DllS1981 
ATANEO8 
D11S1392 
D11S1985 
D l  lS2371 
DI1 S2002 
D l  lS1887 
D l  lS991 
D I  1 S2000 
D11S1986 
DllS1998 
D l  lS925 
D I  1S4464 
D11S912 
DllS4125 
Marcador 
D12S372 
D12S391 
D12S373 
D12S1042 
D12S1301 
D12S398 
D12S1294 
D12S1052 
D12S1064 
E?2S? 2% 
PAH 
D I  2S2070 
D i  2S395 
D12S2078 
D12S1045 
D12S392 
Fracción de recombinaci6n (8m=f) 
ANEXO II 
Marcador CM 0.00 0.05 0.10 0.15 0.20 0.25 0.30 0.35 0.40 
D13S1275 6.99 -4.75 -0.87 -0.64 -0.50 -0.40 -0.30 -0.21 -0.13 -0.07 
D I  3S787 8.87 0.51 0.35 0.20 0.05 -0.06 -0.13 -0.16 -0.15 -0.12 
D13S1250 17.21 -2.98 -3.16 -2.83 -2.11 -1.54 -1.11 -0.78 -0.51 -0.30 
D13S1493 25.80 -3.99 -0.73 -0.43 -0.27 -0.16 -0.09 -0.04 -0.00 0.01 
D I  3S894 -4.15 -1.18 -0.80 -0.57 -0.40 -0.28 -0.18 -0.11 -0.05 
D13S1253 34.55 -5.02 -0.97 -0.70 -0.51 -0.37 -0.25 -0.16 -0.09 -0.04 
D13S325 38.96 -8.89 -1.77 -1.17 -0.83 -0.59 -0.42 -0.28 -0.18 -0.10 
D13S1262 51.02 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 
D I  3S800 55.31 -8.58 -2.62 -1.69 -1.15 -0.79 -0.53 -0.33 -0.19 -0.09 
D13S317 63.90 -3.31 -0.94 -0.46 -0.23 -0.12 -0.07 -0.05 -0.05 -0.04 
D I  35793 76.26 -4.00 -1.00 -0.70 -0.52 -0.40 -0.30 -0.22 -0.15 -0.10 
D I  3S779 82.93 -3.67 -0.61 -0.26 -0.10 -0.02 0.02 0.03 0.02 0.01 
D13S796 93.52 -8.55 -2.88 -1.77 -1.17 -0.78 -0.50 -0.30 -0.16 -0.07 
D13S285 110.55 -5.81 -3.77 -2.58 -1.84 -1.33 -0.95 -0.65 -0.42 -0.24 
Fracci6n de recombinación (8m=f) 
Marcador CM 0.00 0.05 0.10 0.15 0.20 0.25 0.30 0.35 0.40 
D14S742 12.46 -8.11 -1.88 -1.08 -0.65 -0.38 -0.20 -0.08 -0.01 0.03 
D14S1280 25.87 -3.83 -2.91 -1.84 -1.23 -0.83 -0.55 -0.35 -0.20 -0.1 
D14S608 28.01 -8.36 -3.15 -2.02 -1.37 -0.94 -0.64 -0.41 -0.24 -0.12 
D14S599 40.68 -4.72 -1.16 -0.77 -0.51 -0.33 -0.20 -0.10 -0.04 -0.00 
D14S306 44.06 -6.05 -1.79 -1.01 -0.61 -0.37 -0.21 -0.11 -0.05 -0.01 
D14S587 55.82 -3.73 -0.27 -0.03 0.08 0.13 0.15 0.16 0.14 0.11 
D14S592 66.81 -4.18 -1.41 -0.82 -0.51 -0.30 -0.17 -0.09 -0.04 -0.01 
D14S588 75.61 -4.62 -0.65 -0.38 -0.24 -0.16 -0.10 -0.06 -0.03 -0.02 
D14S53 86.29 -0.05 -0.07 -0.12 -0.18 -0.22 -0.24 -0.23 -0.18 -0.12 
D14S1279 -4.02 -2.96 -2.09 -1.57 -1.19 -0.90 -0.67 -0.46 -0.29 
D14S671 -8.68 -4.57 -3.47 -2.53 -1.86 -1.35 -0.95 -0.64 -0.38 
GATA168F06 113.17 -4.19 -0.94 -0.58 -0.38 -0.25 -0.16 -0.09 -0.05 -0.02 
GATA136801 125.88 -8.64 -2.22 -1.38 -0.92 -0.62 -0.41 -0.26 -0.15 -0.07 
Fracción de recombinación (8m=f) 
Marcador CM 0.00 0.05 0.10 0.15 0.20 0.25 0.30 0.35 0.40 
D15S822 
D15S165 
ACTC 
~ ~ C E C C ~  
" 8 .,"".,S 
D I  5S643 
D15S1507 
D15S211 
D15S655 
D15S652 
D15S816 
-3.43 -2.65 -1.83 -1.34 -0.99 -0.73 -0.52 -0.35 -0.21 
-3.55 -2.51 -1.68 -1.20 -0.87 -0.62 -0.43 -0.29 -0.17 
-8.30 -2.11 -1.25 -0.78 -0.48 -0.27 -0.13 -0.04 0.01 
4994 4 AC n m  n l c  n d r  nne nn? n n r  nnr 
- o.,.., I - l.-rV -V. t I -u<.,., -u. l. -".V., V.V., V.V., V.- 
-3.41 -0.71 -0.22 0.01 0.14 0.21 0.23 0.21 0.17 
-7.68 -1.71 -0.92 -0.51 -0.26 -0.10 0.00 0.06 0.07 
-3.34 -1.27 -0.73 -0.45 -0.27 -0.15 -0.07 -0.02 0.01 
-4.71 -1.27 -0.73 -0.45 -0.27 -0.15 -0.07 -0.02 0.01 
-8.36 -1.61 -0.82 -0.42 -0.17 -0.02 0.07 0.11 0.11 
-3.10 -0.51 -0.06 0.15 0.24 0.28 0.27 0.24 0.18 
~ ANEXO II 
Fracción de recombinación (8m=f) 
Marcador CM 0.00 0.05 0.10 0.15 0.20 0.25 0.30 0.35 0.40 
Fracci6n de recombinacián (8m=f) 
Marcador 
Marcador 
Marcador CM 
-- 
ANEXO II 
Marcador CM 
D18S59 0.00 
GATA178FI 1 2.84 
D18S481 6.94 
D18S976 12.81 
D I  8S843 28.10 
D18S542 
D I  8S877 54.40 
D I  8S535 64.48 
D18S851 74.93 
D I  8S858 80.41 
ATADO7 
GATA7E12 
ATA82B02 106.81 
GATAl77C03 115.89 
D I  8S844 116.44 
Marcador CM 0.00 0.05 0.10 0.15 0.20 0.25 0.30 0.35 0.40 
Dl9S591 9.84 -4.03 -2.60 -1.74 -125 -0.92 -0.67 -0.47 -0.32 -0.19 
D19S1034 20.75 -4.10 -3.78 -2.62 -1.84 -1.30 -0.92 -0.62 -0.40 -0.22 
D19S586 32.94 -3.90 -0.62 -0.35 -0.21 -0.14 -0.09 -0.05 -0.03 -0.01 
D19S714 -3.76 -3.57 -2.55 -1.78 -1.25 -0.87 -0.59 -0.37 -0.20 
D19S433 51.88 -4.61 -1.77 -0.99 -0.59 -0.35 -0.19 -0.09 -0.03 0.01 
D19S245 58.69 -3.80 -2.99 -1.95 -1.35 -0.95 -0.67 -0.46 -0.30 -0.17 
D19S178 68.08 -4.52 -1.76 -0.98 -0.58 -0.34 -0.19 -0.09 -0.03 0.01 
D19S246 78.08 -8.55 -2.71 -1.62 -1.03 -0.65 -0.40 -0.22 -0.10 -0.03 
D I  9S888 85.87 -9.98 -2.71 -1.62 -1.03 -0.65 -0.40 -0.22 -0.10 -0.03 
Dl9S589 87.66 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 
E1 99877 95.~3 -9.Sg -2.37 -!.?S 0 0 -0.31 - 8  -0.07 -0.01 
Dl9S254 100.61 -3.62 -0.01 0.18 0.24 0.25 0.22 0.18 0.13 0.08 
D I  9S890 105.02 -3.98 -2.10 -1.29 -0.85 -0.57 -0.37 -0.23 -0.13 -0.06 
ANEXO II 98 
EPFCVMICromosoma20 
Marcador CM 
D20S1155 0.00 
D20S103 2.13 
D20S199 6.25 
D20S889 11.20 
D20S835 15.05 
D20S194 18 26 
D20S851 24.70 
D20S604 32.94 
D20S470 39.25 
D20S477 
D20S478 54.09 
D20S481 62.32 
D20S840 79.91 
D20S171 95.70 
Fracción de recombinación (8m.f) 
0.10 0.15 0.20 0.25 0.30 
-1.37 -0.92 -0.64 -0.44 -0.31 
0.15 0.18 0.18 0.15 0.12 
-2.06 -1.44 -1.03 -0.74 -0.53 
-2.06 -1.44 -1.03 -0.75 -0.53 
0.38 0.38 0.31 0.24 0.17 
9 5 3  -2.84 -2.14 -1.59 -1.14 
-2.01 -1.37 -0.94 -0.64 -0.41 
-0.49 -0.19 -0.02 0.09 0.14 
-0.37 -0.10 0.06 0.14 0.18 
-0.79 -0.50 -0.32 -0.19 -0.11 
-0.52 -0.26 -0.10 -0.01 0.04 
-0.37 -0.10 0.06 0.14 0.18 
-0 .1  0.13 0.26 0.32 0.33 
-0.03 0.05 0.07 0.07 0.05 
Fracción de recombinación (8m=9 
Marcador CM 0.00 0.05 0.10 0.15 0.20 0.25 0.30 0.35 0.40 
Fracción de recombinación (8m=9 
Marcador CM 0.00 0.05 0.10 0.15 0.20 0.25 0.30 0.35 0.4Q 
DUS420 4.06 
GCTIOCIO 18.10 
D22S689 28.57 
D22S685 32.39 
D22S683 36.22 
D22S445 45.82 
ANEXO III 
ANEXO III 
1. Valores de s un tu ación lod Dara el locus de la reaibn cromos6mica loa24 asociada a la 
e~ilepsia del lóbulo tem~oral con síntomas auditivos lELTSAl 
Fracción de recombinación (8m=f) 
Marcador CM 0.00 0.05 0.10 0.15 0.20 0.25 0.30 0.35 0.40 
2. Rastreo aenómico en la familia con e ~ i l e ~ s i a  del lóbulo temooral autosómica recesiva (ELTAR) 
Marcador CM 
DlS468 4.22 
DlS1612 16.22 
DlS2667 24.68 
DlS1597 29.93 
DlS507 33.75 
GATA29A05 37.05 
DlS436 37.05 
DlS2697 37.05 
DlS199 45.33 
D1 S552 45.33 
DlS1622 56.74 
GATA129H04 72.59 
DlS2134 75.66 
GATA165C03 89.49 
DAS1665 102.02 
DlS1728 109.04 
DlS551 11 3.69 
DlS2627 120.28 
DlS497 129.37 
GATA176G01 140.39 
D1 S534 151.88 
DlS1653 164.09 
DlS1679 170.84 
DlS445 182.35 
DlS1589 192.05 
DlS518 202.19 
DlS1660 212.44 
DlS1678 218.46 
DlS2891 224.60 
DlS1663 226.16 
VAT,T.,?24ICt? 
DlS245 227.81 
DlS2141 233.38 
DlS549 239.66 
DlS459 247.23 
DlS235 254.64 
DlS2850 256.26 
DlS517 262.96 
Fracción de recombinación (8m=f) 
0.05 0.10 0.15 0.20 0.25 0.30 
-0.74 -0.29 -0.09 0.00 0.04 0.05 
-1.71 -0.97 -0.59 -0.37 -0.22 -0.13 
-1.00 -0.53 -0.30 -0.17 -0.09 -0.05 
0.50 0.40 0.32 0.24 0.17 0.12 
-2.00 -1.20 -0.78 -0.51 -0.33 -0.20 
0.69 0.58 0.47 0.37 0.27 0.20 
0.73 0.62 0.50 0.40 0.30 0.22 
-1.14 -0.64 -0.39 -0.25 -0.15 -0.09 
-0.74 -0.29 -0.09 0.00 0.04 0.05 
-0.54 -0.12 0.05 0.12 0.13 0.11 
0.45 0.54 0.50 0.43 0.34 0.25 
-2.04 -1.22 -0.78 -0.51 -0.33 -0.20 
-1.27 -0.75 -0.48 -0.32 -0.20 -0.12 
-2.02 -1.21 -0.78 -0.51 -0.33 -0.20 
-1.09 -0.60 -0.36 -0.22 -0.13 -0.07 
-0.72 -0.29 -0.11 -0.03 0.01 0.02 
-0.12 0.03 0.08 0.08 0.07 0.05 
-1.05 -0.55 -0.31 -0.17 -0.09 -0.05 
-1.12 -0.64 -0.40 -0.25 -0.15 -0.09 
-1.71 -0.97 -0.59 -0.37 -0.22 -0.13 
-2.00 -1.20 -0.78 -0.51 -0.33 -0.20 
-1.11 -0.62 -0.38 -0.23 -0.14 -0.08 
-1.27 -0.75 -0.48 -0.32 -0.20 -0.12 
-0.74 -0.29 -0.09 0.00 0.04 0.05 
-0.79 -0.34 -0.14 -0.04 0.00 0.01 
-0.54 -0.12 0.05 0.12 0.13 0.11 
-1.27 -0.75 -0.48 -0.32 -0.20 -0.12 
-1.14 -0.64 -0.39 -0.25 -0.15 -0.09 
-0.80 -0.35 -0.15 -0.04 0.00 0.02 
1.09 0.93 0.76 0.61 0.46 0.33 
9.50 0.40 0.12 0.24 0.17 V.!? 
-0.81 -0.36 -0.16 -0.06 -0.02 -0.00 
-0.74 -0.29 -0.09 0.00 0.04 0.05 
-0.57 -0.15 0.02 0.1 0.11 0.10 
-1.27 -0.75 -0.48 -0.32 -0.20 -0.12 
-1.63 -0.89 -0.53 -0.32 -0.18 -0.10 
-0.55 -0.31 -0.19 -0.12 -0.08 -0.05 
0.52 0.62 0.59 0.51 0.41 0.29 
l 
ANEXO III 
Marcador CM 0.00 0.05 0.10 0.15 0.20 0.25 0.30 0.35 0.40 
Marcador CM 
GATAl65C07 3.76 
D2S281 14.10 
GATA1 l6BOl 17.88 
D2S2200 27.60 
D2S1360 38.33 
D2S405 47.97 
D2S1788 55.51 
D2SI 356 64.29 
D2S2739 73.61 
D2S441 
D2S1394 90.82 
D2S286 94.05 
D2S1777 99.41 
D2S438 99.41 
D2S329 101.02 
D2S1790 103.16 
GATA176C01 114.42 
D2S410 125.18 
D2S1328 132.58 
D2S1234 
D2S442 147.40 
D2S1399 152.04 
D2S1353 164.51 
0281 776 173.00 
D2S1391 186.21 
D2S1384 200.43 
GATA30E06 210.43 
D2S434 215.78 
D2S1363 227.00 
D2S427 236.70 
D2S2968 251.94 
D2S125 260.63 
Marcador CM 0.00 0.05 0.10 0.15 0.20 0.25 0.30 0.35 0.40 
ANEXO III 
Marcador 
Marcador CM 0.00 0.05 0.10 0.15 
D4S2366 12.93 -infini -0.77 -0.36 -0.19 
D4S403 25.90 -infini -1.07 -0.58 -0.35 
D4S2639 33.42 0.78 0.66 0.55 0.44 
D4S2946 33.42 -infini 0.45 0.54 0.50 
D4S2397 42.74 -infini -1.09 -0.60 -0.36 
D4S2632 50.53 -infini -2.00 -1.20 -0.78 
D4S1627 60.16 -infini -1.27 -0.75 -0.48 
DAS3248 72.52 - -C.!8 -0.02 C.C? 
D4S2915 83.92 -infini -1.07 -0.58 -0.35 
D4S3243 88.35 -infini -1.27 -0.75 -0.48 
D4S2361 93.48 -infini -1.27 -0.75 -0.48 
D4S1647 104.94 -infini 0.45 0.54 0.50 
D4S2623 114.04 -2.72 -0.16 -0.02 0.02 
D4S2394 -infini -2.02 -1.21 -0.78 
D4S1644 143.31 -infini -1.27 -0.75 -0.48 
- 
ANEXO III 
Marcador 
Marcador CM 
D5S2488 0.00 
GATA145D10 7.77 
D5S2505 14.30 
D5S807 19.02 
D5S817 22.88 
GATA134b03 36.25 
GATA145D09 39.99 
D5S1470 45.34 
D5S1457 59.30 
D5S2500 69.23 
D5S1501 85.25 
D5S815 101.02 
D5S1462 105.29 
Fracción de recombinación (Om=f) 
0.05 0.10 0.15 0.20 0.25 0.30 0.35 
-1.63 -0.89 -0.53 -0.32 -0.18 -0.1 -0.04 
-2.00 -1.20 -0.78 -0.51 -0.33 -0.20 -0.11 
-1.76 -1.00 -0.62 -0.39 -0.24 -0.14 -0.07 
-0.98 -0.54 -0.34 -0.23 -0.15 -0.09 -0.05 
-1.27 -0.75 -0.48 -0.32 -0.20 -0.12 -0.07 
-1.27 -0.75 -0.48 -0.32 -0.20 -0.12 -0.07 
-1.78 -1.03 -0.64 -0.41 -0.25 -0.15 -0.08 
-2.00 -1.20 -0.78 -0.51 -0.33 -0.20 -0.11 
-2.00 -1.20 -0.78 -0.51 -0.33 -0.20 -0.11 
-0.72 -0.32 -0.15 -0.07 -0.03 -0.01 0.00 
-0.98 -0.54 -0.34 -0.23 -0.15 -0.09 -0.05 
-2.00 -1.20 -0.78 -0.51 -0.33 -0.20 -0.11 
-1.63 -0.89 -0.53 -0.32 -0.18 -0.10 -0.04 
-0.68 -0.28 -0.11 -0.04 -0.01 0.01 0.01 
-2.02 -1.21 -0.78 -0.51 -0.33 -0.20 -0.11 
-2.00 -1.20 -0.78 -0.51 -0.33 -0.20 -0.11 
-0.04 0.12 0.15 0.15 0.12 0.08 0.05 
-2.00 -1.20 -0.78 -0.51 -0.33 -0.20 -0.11 
-0.47 -0.05 0.11 0.17 0.17 0.15 0.11 
0.49 0.59 0.57 0.50 0.40 0.29 0.18 
-0.02 0.15 0.20 0.20 0.17 0.12 0.07 
0.63 0.52 0.42 0.33 0.24 0.17 0.11 
0.47 0.58 0.56 0.49 0.39 0.28 0.18 
1.73 1.48 1.24 1.00 0.77 0.55 0.35 
-0.17 -0.02 0.02 0.04 0.04 0.03 0.03 
1.73 1.48 1.24 1.00 0.77 0.55 0.35 
0.48 0.59 0.56 0.48 0.37 0.26 0.15 
0.52 0.62 0.59 0.51 0.41 0.29 0.18 
0.47 0.57 0.55 0.47 0.36 0.25 0.14 
-0.02 0.15 0.20 0.20 0.17 0.12 0.07 
0.55 0.45 0.36 0.27 0.20 0.14 0.09 
0.55 0.45 9.38 0.27 0.20 0.14 C.00 
0.43 0.34 0.27 0.20 0.14 0.10 0.06 
-0.02 0.15 0.20 0.20 0.17 0.12 0.07 
0.48 0.58 0.56 0.49 0.39 0.28 0.18 
1.25 1.07 0.89 0.72 0.56 0.40 0.27 
0.48 0.58 0.56 0.49 0.39 0.28 0.18 
0.51 0.59 0.55 0.47 0.37 0.27 0.18 
ANEXO III 
Marcador CM 
D6S1713 7.02 
D6S1591 9.18 
F13A1 9.18 
D6S1677 9.18 
D6S1640 11.89 
D6S1721 25.08 
D6S285 34.23 
GATA163610 42.27 
GGAA15608 53.81 
D6S282 66.37 
GATA1 1 E02 73.13 
D6S272 74.28 
D6S466 77.78 
D6S428 77.78 
D6S257 79.92 
D6S1053 80.45 
D6S402 80.99 
D6S313 83.26 
D6S1031 88.63 
D6S1056 102.81 
D6S1021 112.20 
D6S474 118.64 
D6S1040 128.93 
D6S1009 137.74 
GATA184A08 146.06 
GATA165G02 154.64 
D6S305 166.39 
D6S1277 173.31 
D6S1027 197.23 
Marcador CM 
GATA24F03 7.44 
D7S513 17.74 
GATA137H02 29.28 
D7S2551 30.90 
D7S1802 33.09 
D7S493 34.69 
D7S629 37.51 
D7S1808 41.69 
D7S817 50.29 
P.70-O <F 
Y I UL&V 
E 7  7" 
d , . , i 1  
D7S1818 69.56 
GATA1 18GIO 78.65 
D7S2204 90.95 
D7S820 98.44 
D7S821 109.12 
D7S1799 113.92 
GGAA6D03 128.41 
0.35 0.40 
-0.02 -0.01 
-0.11 -0.05 
-0.08 -0.03 
-0.03 -0.02 
0.06 0.04 
0.15 0.09 
0.10 0.06 
0.03 0.02 
0.18 0.09 
C." 5.92 
0.08 0.05 
-0.07 -0.03 
0.19 0.11 
0.01 -0.00 
0.03 0.02 
0.07 0.03 
0.00 -0.01 
Fracción de recornbinación (8m=f) 
ANEXO 111 
Marcador CM 0.00 0.05 0.10 0.15 0.20 0.25 0.30 0.35 0.40 
Fracción de recombinación (@rn=f) 
Marcador 
~ 8 ~ 1 1 1 3  
DES1 763 
DES1 136 
GATA14EO9 
D8S1119 
GAAT 1 A4 
DES1 132 
DES592 
DES1 179 
DES1 174 
DES1 128 
DES1 720 
DES204 
DES256 
DES373 
Fracción de recornbinaci6n (8m=f) 
Marcador CM 0.00 0.05 0.10 0.15 0.20 0.25 0.30 0.35 0.40 
ANEXO III 
Fracción de recombinación (8m=9 
Marcador CM 0.00 0.05 0.10 0.15 0.20 0.25 0.30 0.35 0.40 
Fracción de recombinación (8m=f) 
Marcador CM 
DIOS1435 13.49 
D10S591 13.49 
DIOS1713 13.49 
CRlOA 19.00 
DIOS189 19.00 
DIOS1 152 19.00 
D10S1751 20.75 
D10S1779 22.28 
DIOS1649 27.19 
D10S1412 28.31 
D10S1216 30.00 
DIOS2325 32.80 
DIOS1664 36.06 
D1 OS674 41.79 
DIOS1423 46.23 
DIOS1426 59.03 
DIOS1208 63.30 
DIOS1221 75.57 
D10S1225 80.77 
GATA121A08 88.41 
D10S1432 93.92 
D1 OS202 98.41 
DIOS2327 100.92 
GATAl15E01 112.58 
DIOS1680 117.42 
DIOS677 117.42 
DIOS1237 134.70 
DIOS190 138.47 
DIOS1757 141.70 
DIOS1230 142.78 
DIOS1483 142.78 
DIOS1782 156.27 
DIOS1248 165.27 
DIOS212 170.94 
ANEXO III 
Marcador 
DllS1984 
D11S2362 
D11S1999 
DllS1981 
ATAME08 
DllS1392 
DllS1985 
D11S2371 
D11S2002 
D11S2000 
DllS1986 
DllS1998 
DI154464 
DllS912 
D11S4125 
Marcador 
D12S372 
D12S1625 
D12S391 
D12S373 
D12S1042 
D12S1301 
D12S398 
DI251294 
D12S1052 
D12S1064 
D12S1300 
PAH 
D12S84 
D12S2070 
D12S395 
D12S2078 
D12S60 
D12S1045 
D12S392 
Fracción de recombinaci6n (em=f) 
Fracción de recombinación (em=9 
Marcador CM 0.00 0.05 0.10 0.15 0.20 0.25 0.30 0.35 0.40 
ANEXO III 
Marcador CM 0.00 0.05 0.10 0.15 0.20 0.25 0.30 0.35 0.40 
Marcador CM 
D14S742 12.46 
D14S1280 
D14S608 28.01 
D14S599 40.68 
D14S306 44.06 
D14S587 55.82 
D14S592 66.81 
D14S588 75.61 
D14S53 86.29 
D14S1279 
D14S671 
GATAl68FO6 113.17 
GATA136601 125.88 
Marcador CM 
D15S822 12.30 
D15S165 20.24 
ACTC 31.46 
D15S659 43.47 
D15S643 52.33 
D15S1507 60.17 
D15S211 75.85 
D15S655 82.84 
D15S1046 83.40 
D 15Siü2 85.64 
D15S652 90.02 
D15S816 100.59 
D15S657 104.86 
D15S212 
1 ANEXO III 
Fracción de recombinación (8m=f) 
Marcador CM 
Marcador CM 
D17S1308 0.63 
D17S1298 10.72 
D17S974 22.24 
D17S1303 
D17S947 31.56 
GATA185H04 44.62 
DI751294 50.74 
D17S1293 56.48 
D17S1299 62.01 
ATC6A06 66.85 
D17S1290 82.00 
ATA43A10 89.32 
D17S1301 100.02 
D1 7S784 116.86 
D17S928 126.46 
Fracción de recombinación (8m=9 
Fracción de recombinación (8m=f) 
Marcador CM 0.00 0.05 0.10 0.15 0.20 0.25 0.30 0.35 0.40 
w 
ANEXO 111 
Marcador cM 0.00 0.05 0.10 0.15 0.20 0.25 0.30 0.35 0.40 
Fracción de recombinaci6n (em=f) 
Marcador CM 0.00 0.05 0.10 0.15 0.20 0.25 0.30 0.35 0.49 
Marcador 
- - 
ANEXO III 11P 
Marcador 
Marcador CM 0.00 0.05 0.10 0.15 0.20 0.25 0.30 0.35 0.40 
D22S420 
D22S446 
GCTIOCIO 
D22S1174 
D22S689 
D22S685 
D22S683 
D22S445 
